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Vital Staining and Mechanical Inversion of Volvox! 


By 


Singo Nakazawa 


Biology Department, Yamagata University, Yamagata, Japan 
With 1 text-figure 


(Received March 29, 1956) 


In 1952, an abundant colonies of a Volvox were collected from a pool 
in the Biological Institute of the Tohoku University, Sendai. The species 
was for the nonce identified to be V. aureus by the writer. They are 
accustomed to appear in the same pool in a great population in June and 
in October every year. On these colonies, vital staining experiments were 
carried out, and an interesting result was obtained which was presented 
in the present paper. 

For the purpose of the experiment, eleven dyes were dissolved separately 
in distilled water to prepare 1 per cent stock solutions. These solutions 
were diluted again into the wild water (pH 7.0) gotten from the pool 
where the Volvox colonies were breeding, in a proportion of 1 or 2 drops 
of a stock solution to 10cc. of the water. The media thus prepared were 
separately kept in small Petri dishes of 3cm. in diameter, into which then 
the Volvox colonies were transferred with pipette for the staining. After 
an hour, observations were recorded as was presented in Table 1, with 
some remarks. 

Among those dyes applied in the experiments, aurantia, neutral red, 
pyronin, and trypan blue were able to stain the vacuole, cytoplasm, and 
sometimes nucleus. The observation was directed to find out a differential 
staining between the basal and the apical hemispheres of the globular 
colony. A differential staining appeared with aurantia staining basal cells 
of the mother colony in orange colour (Fig. 1A). As to the other dyes, 
neutral red was the only one which stained mother colonies. Daughter 
colonies were stainable with aurantia, neutral red, pyronin, and trypan 
blue. Among these, the former three stained all over the colonial body 
uniformly. Trypan blue, however, stained selectively the basal half of 


1 Summary of this investigation was reported in Japanese on Organic 
Evolution, Sapporo, Vol. 2, 1955. 
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the daughter colony attached to the mother (Fig. 1B). This zone stained 
corresponds to the future hemisphere which becomes stainable selectively 
with aurantia in the later stage as above experimented, and in this zone 
daughter colonies are to be born. 


Table 1. Vital staining of Volvox. 





Staining 
Mother Daughter Remarks 
colony colony 





Aurantia ........ ie a 2 Mother colony stains only in the 
basal hemisphere, but daughter 
colonies uniformly 

Bismarck brown . Inversion occurs in 


young daughter colonies 
Dahlia . 


Indulin . 

Janus green B 

Methylene blue . 

Neutral red. ..... 1. | 1 | Stained uniformly 
ee ae + Stained uniformly 
Safranin 
Thionin 
Trypan blue Stained only in the basal 


hemisphere 
Control . 


A notable phenomenon was observed with Bismarck brown. Instead 
of the occurrence of staining, there appeared an inversion in daughter 
colonies in the state of being attached to mother colonies (Fig. 1C). The 


@ 


Fig. 1. A, Differential staining with aurantia in mother colony; B, the same with 
trypan blue in daughter colonies; C, optical section of an inverted daughter 
colony. a, Apical pole; b, basal pole; ph, phialopore. Stained parts are dotted. 


inversion begins to occur from around the phialopore and gradually 
proceeds inwards, showing an intermediate form like a blastula to 
a gastrula. When the inverted daughter colonies are left as they are in 
the same solution, they die sooner or later. However, if they are replaced 
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back in the original wild water, the inversion recovers to a globular form. 
The inversion seems to be a mechanical result of the volume reduction of 
the internal cavity being deprived water of the gelatinous substance by 
which the cavity is occupied. This is a phenomenon probably homologous 
to the plasm contraction brought about with staining media which was 
reported by Prat (1934) in the term “stimulation plasmolysis.” If so, the 
inversion may also be possible by use of hypertonic solutions. 

From this point of view, some experiments were carried out. For this 
purpose, saccharose, sodium chloride, and urea solutions of various 
densities extending over 0.1 to 2.0 mol were prepared, into which Volvox 
colonies were soaked. In consequence, inversion patterns were clearly 
observed within about 7 to 10 minutes. And as was in the former ex- 
periment, the inverted colonies died sooner or later if they were left in 
the same solution, but recovered when replaced back in the wild water. 
The limiting density for inversion was as follows:— 


Substance Limiting density (mol) 


In any case of the experiments, the inversion could not be observed in 
mother colonies. This is explained from a fact that as a rule the cavity 
of the mother colony, other than that of the daughter colony, is not 
occupied with gelatinous matter. This is confirmed with that the daughter 
colonies separated from the wall of the mother colony can swim freely 
in the maternal cavity. Besides, it is also a probable matter that in old 
coenobium the cell-wall is too hard to invert containing cellulose even if 
gelatinous matter is existent. A notable point is that the mechanical 
inversion occurs at the basal pole while it takes place from the apical 
pole in the natural course of development as was reported by Pocock 
(1933). This may be explained from the cellular discontinuity, the 
phialopore, where the globular colony is dynamically of the weakest 
resistance against the volume decrease. 

From the vital staining experiments, it is clear that there is some 
chemico-physical polarity in Volvox in parallel with the morphological 
differentiation. It may be a permeability gradient, highest in the basal 
and the lowest in the apical zone. This is affirmed with that the staining 
which appears in the basal half spreads towards the apex in time without 
disturbing the spinning movement. While, as aforesaid, the mechanical 
inversion took place in the present experiment, does not seem to be related 
with this gradient, but seems to be caused by the structural differentiation. 
However, the natural inversion, reported by Pocock (1933) must be 
more or less related with the permeability gradient. The reason why is 
that the same differential staining of the daughter coenobium diminishes 
after it is turned inside out, though it is observed clearly before the 
occurrence of the natural inversion. A similar experiment is expected 


31* 
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on calcareous sponges whose natural inversion similar to that of Volvox 
was reported by Duboscgq and Tuzet (1937) and it led Hyman 
(1942) to the opinion that the sponges and Volvox might have come from 
a common stock. 


Summary 


A Volvox species was stained vitally with various dyes. As a result, 
it was found that the basal hemisphere was especially stainable with 
aurantia in mother colonies, and with trypan blue in daugher colonies 
before the natural inversion. When soaked in Bismarck brown solution 
young daughter colonies are mechanically inverted from the basal pole. 
This seems to be attributed to the volume decrease of the cavity caused 
by the dehydration of gelatinous matter which occupies that part. Similar 
phenomenon is possible to be occurred by use of hypertonic solutions. 

The writer expresses his cordial thanks to Dr. Mary Pocock of the 
South African Museum for her kind guidance for Volvox research. 
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Vitalfarbungen mit Nilblau und Brillanteresylblau 


Von 


Karl Héfler und Alfred Diskus 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 24. Dezember 1956) 


I. Einleitung 
II. Versuche mit Gewebszellen 
III. Versuche an Algen 
IV. .Rapidfarbung* leerer Zellsafte 
Redoxvorginge 
V. Zusammenfassung 
Literatur 


I. Einleitung 


Den Anlaf zu der im folgenden mitzuteilenden Versuchsreihe gab die 
Beobachtung von Drawert und Metzner (Dezember 1955), da die 
iiblichen Praparate von Brillantcresylblau Zusatze von Nilblausulfat ent- 
halten. Der Mengenanteil des Nilblau wechselte bei den Praparaten der 
verschiedenen Firmen (Abb. 1). Durch diese Feststellung wurden nun viele 
Ergebnisse der bisherigen Vitalfarbeversuche mit Brillantcresylblau zwei- 
felhaft. Es ist dies aber einer der meistgebrauchten Farbstoffe und er 
wurde auch im Wiener Institut wiederholt und zuletzt bei Vitalfarbestudien 
mit Algen (H6fler u. Schindler 1955, E. Huber 1955) angewandt. 

Wir haben im folgenden einerseits Praparate von Nilblau und Brillant- 
cresylblau auf ihre farberische Wirkung verglichen, anderseits aber zumal 
~Nilblausulfat* von Griibler (das nach G ut z, 1956, allerdings kein Sulfat 
enthalten soll) in reiner Lésung angewandt. Vom Brillantcresylblau wurde 
wieder das gleiche Griiblersche Praparat wie 1955 verwendet, zum Ver- 
gleich standen uns Farbproben zur Verfiigung, die uns Herr Koll. Dra- 
wert freundlich iiberlassen hatte. 

Der Hauptteil der Versuche wurde wahrend eines Aufenthaltes in der 
Ramsau bei Schladming (Steiermark) vom 12. August bis 6. September aus- 
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gefiihrt, einige Versuche wurden im Oktober und Dezember 1956 im Wiener 
Institut nachgetragen. 

An Allium-Zellen sind Versuche iiber die Farbeschwellen in cH-gestuf- 
ten Farbbadreihen schon von Drawert (1940), Gertraud Wiesner 
(1951) und Drawert und Metzner (1956) angestellt worden. Dra- 
wert (S. 170) fand fiir Nilblausulfat bei pH 3 reine Membranfirbung, 
pH 5 Membran- und Vakuolenfarbung, pH 7—11,5 reine Vakuolenfarbung 
— fiir Brillantcresylblau bei pH 3 reine, pH 5 schwiichere Membranfarbung, 
dazu leichte Vakuolenfarbung, bei pH 7 nur noch schwache Membranfir- 
bung und gute Vakuolenfarbung, bei pH 8—11,5 reine Vakuolenfarbung. 
In Toluol léste sich Nilblausulfat bei pH 3 im Verhiltnis 1:1, pH 5 fast 





Nilrot 


Nilblau 


Brillant- 
kresyl- 
blau 











Gribler  Schuchardt Bayer Merck Grubler 
Brillantkresylblau Nilblau 


Abb. 1. Aus Drawert und Metzner (1955). — Eindimensionale Papierchromato- 

gramme der Brillantcresylblaupraparate der Firmen Griibler. Schuchardt, Bayer, 

Merck, verglichen mit dem Chromatogramm eines Nilblaupriparats von Griibler. 

Die Farbstoffe wurden am Start in benzolischer Lésung aufgetragen und mit einem 

Gemisch von Aceton und Leitungswasser im Verhiltnis 4:6 entwickelt. Das Nilrot 
war nur im UV an seiner rétlichen Fluoreszenz zu erkennen. 


quantitativ, pH 7—11,5 quantitativ mit gelbem Farbion — Brillantcresyl- 
blau bei pH 3—7 zum kleineren, pH 8—9 zum gréfReren Teil, pH 10—11,5 
quantitativ mit gelbrotem Farbton. Der Umschlagspunkt vom ionisiert- 
wasserléslichen zum molekular-lipoidléslichen Zustand liegt darnach fiir 
Nilblau tiefer als fiir Brillantcresylblau. 

Ebenso findet Wiesner an den .leeren“ Zellsaften der Allium-Innen- 
epidermis die Fiairbeschwellen fiir Nilblau (S. 417) bei niedrigerem pH als 
fiir Brillantcresylblau (S. 414). 

Nach Drawert und Metzner beginnt bei der Innenepidermis die 
Vakuolenfarbung bei Griiblerschem und Schuchardtschem Brillantcresyl- 
blau bei pH 7,0, bei Bayerschem mit pH 7,5, bei Merckschem mit pH 8,1. 

Die ungleiche Lage der Schwellen ist aber von Bedeutung fiir die Beur- 
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teilung der bisherigen Farbeversuche (vgl. Héfler u. Schindler 1955, 
S. 176—184, E. Huber 1955, S. 914, 924). Wenn bei Algen mit leeren Zell- 
siften die Schwellen fiir Nilblau tiefer, d. h. weiter nach der sauren Seite 
hin liegen, dann besteht ja die Méglichkeit, daR bei den niedersten pH- 
Stufen, wo nach Brillantcresylblau-Behandlung Vakuolenfarbung eintritt, 
die Tinktion allein durch die Nilblankomponente verursacht wird. Bei den 
héheren pH-Stufen, d. h. im starker alkalischen Farbbad, dringt dann auch 
das Brillantcresylblau in molekularer Form ungehemmt ein und es wird 
dann wohl die Wirkung des Nilblausulfates iiberdecken. Vielleicht erklaren 
sich manche Unstimmigkeiten der vorliegenden Versuche auf diese Ari — 
u. a. auch die Hubersche Beobachtung (S. 925), da beim Brillantcresyl- 
hlau die Erscheinung der Metachromasie bedeutend schwerer fafbar ist als 
bei anderen Basenfarbstoffen, indem leere Algenzellsafte sich violett oder 
kobaltblau firben, wahrend volle eine hellblaue bis griinblaue Farbung 
annehmen. 


II. Versuche mit Gewebszellen 


Um in dieser Hinsicht ein Urteil zu gewinnen, wird man vor allem die 
Farbewirkung der beiden nahe verwandten Oxazinfarbstoffe vergleichen. 


CH,CH, CH,CH, 


CH,CH, 


Sie 


Brillantcresylblau Nilblausulfat 
Absorptionsmaximum um 624—628 pu Absorptionsmaximum um 635—645pp 


In chemischer Hinsicht unterscheiden sich die Farben im Kation nur 
durch das Fehlen einer Methylgruppe und Ersatz des Benzolringes durch 
eine Naphthalingruppe. Daten iiber das chemische und physikalisch-chemi- 
sche Verhalten finden sich bei Schultz (1931) und Conn (1953, p. 117, 
121). Die Basendissoziationskonstante des Brillanicresylblaus wird mit etwa 
10-4 angegeben, fiir die Dissoziationskonstante des Nilblau, die kleiner 
sein muf, finden wir z. Zt. keine Angaben. 

Nach Wiesner entspricht die Farbung voller Zellsafte der Allium- 
Aufenepidermis den Farbtonnummern 16—18 der Ostwaldschen FarbmefB- 
tafeln beim Brillantcresylblau und den Farbiénen 18—19 beim Nilblau- 
sulfat, die Farbung leerer Zellsafte der Innenepidermis den Farbténen 14 
beim Brillantcresylblau und 13—14 beim Nilblau, die Elektroadsorptivfar- 
bung der Zellmembranen dem Farbton 12 (lila) beim Brillantcresylblau 
und 14 (blau) beim Nilblau. Wiesner hat nur mit Allium-Zellen gear- 
beitet. 


Wir haben nun im Sommer 1956 zuniachst an einigen anderen, der Unter- 
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suchung bequem zugianglichen Objekten die Farbewirkung beider Farb- 
stoffe untersucht. 

Als Musterbeispiel voller, speicherstoffiihrender Zellsafte waren seit 
Jahren die Epidermiszellen der Blattunterseite von Platanthera bifolia ver- 
wendet worden (H 6 f le r 1947, 1949 a, b, 1953, To t h 1952). Ebenso brauch- 
bar ist die Blattepidermis von Gymnadenia conopea. Schnitte frischer Frei- 
landpflanzen der beiden Orchideen wurden mit Nilblau und Brillantcresyl- 
blau eingefarbt. Die vollen Zellsafte ergaben in den alkalisch gepufferten 
Badern mit beiden Farbstoffen genau die gleiche himmelblaue 
Farbung. Daf es sich um volle, an Speicherstoffen reiche Zellsifte han- 
delte, bewiesen Kontrollfarbungen mit Rhodamin B. Uberall wurde schéne 
Diffusfarbung der Vakuolen erzielt. 

Bei Verwendung sauer oder neuiral gepufferter Lésungen von Nilblau 
und Brillanicresylblau zeigt sich aber ein auffialliger Unterschied der 
elektroadsorptiven Membranfiarbung, die besonders vom 
Schnittrand her, doch auch im Inneren der Praparate in starkem MaRe ein- 
tritt. Sie fallt beim Nilblau stumpf blau, beim Brillantcresylblau 
violett aus. 

Farbeversuche mit Zellen der Blattunterepidermis der Orchidee Listera 
ovata ergaben die gleichen elektroadsorptiven Zellwandfairbungen. Die 
himmelblaue Vakuolenfarbung fiel schwacher aus, da Speicherstoffe in ge- 
ringerer Menge vorhanden sind, doch wurden, in Bestatigung alterer Beob- 
achtungen mit anderen Farbstoffen, bei Listera Entmischungskiigelchen in 
den Zellsiften gefunden; bei der Farbung erscheinen zahlreiche kleine 
Trépfchen in Brownscher Bewegung, die dann im Lauf der Zeit zu gréReren 
Kiigelchen zusammenflieRen. Fiir Listera liegen ausfiihrliche altere Versuche 
von Héfler vor; im Akridinorange-Reihenversuch erscheinen die Ent- 
mischungskiigelchen erst von pH 6.2 aufwarts. 

Als Beispiel leerer Zellsafte ist unter den Orchideen die Blattepidermis 
von Orchis maculata bekannt. Orientierende Versuche im August 1956 er- 
gaben aber auch bei dieser Art eine zarte himmelblaue Farbung. Allerdings 
war schon seinerzeit (1945) beobachtet worden, daf die maculata-Zellen in 
alternden Pflanzen Speicherstoffe in geringer Menge aufweisen, daf also 
sozusagen leere Zellsaéfte beim Altern zu vollen werden. Daf auch die 
Vakuolen des spaitsommerlichen Ramsauer Materials gewisse Mengen von 
Speicherstoffen enthielten, lie® sich auch durch Dauerfarbung (30 Minuten) 
mit Rhodamin B 1 : 5000 beweisen; es wurde damit eine zarte Rotfarbung 
der Zellsafte erzielt, welche freilich hinter der im gleichlaufenden Versuch 
bei Platanthera beobachteten weit zuriickblieb. Es besteht daher die Még- 
lichkeit, da& auch die himmelblaue Farbung der Bindung des Brillant- 
cresylblau und Nilblau an zelleigene Speicherstoffe zuzuschreiben ist. 

Im Dezember 1956 wurden dann in Wien noch Versuche mit Epidermen 
ruhender Zwiebeln von Allium cepa in pH-gestuften Farbbadreihen ange- 
stellt; die Zellsifte der Innenepidermis sind hier sicher ,leer“, die der 
Aufenepidermen .,voll“. Wir konnten dieselben Farbproben verwenden, 
mit denen Drawert und Metzner 1955 gearbeitet hatten, und ihre 
Farbewirkung vergleichen. Die Farbproben wurden uns von Herrn Prof. 
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Drawert freundlich iibersandt, sie trugen die Firmenmarken ,Nilblau- 
sulfat, Griibler u. Co.“, .,Brillantcresylblau Griibler u. Co. = Chroma* und 
»Brillantcresylblau Merck Nr. 1280“. 


Allium cepa, entliiftete Schnitte aus einer ruhenden Zwiebel, Farblésungen 1 : 10.000, 
Farbedauer 10 Minuten, sodann die betreffenden Phosphatpuffer durchgesaugt. 
IE = Innenepidermis (Zellsafte .leer*); AE = AuRenepidermis (Zellsafte .voll*) 





| 
| 


Nilblausulfat (Griibler) 


Brillantcresylblau 
(Griibler) 


Brillantcresylblau 
(Merck) 





Starke blaue Membran- 
farbung der IE und AE, 


keine Vakuolenfarbung 


IE: 
branfarbung, keine Va- 


starke blaue Mem- 
kuolenfarbung 

AE: blaue Membranfar- 
bung, einige Zellen haben 
schon deutlich blaugriine 


Vakuolenfarbung 


| bung in 





Membran noch immer 
leicht blau. In der IE 
bereits leichte, aber deut- 
liche blaue Vakuolenfar- 
bung, ebenso im Paren- 
chym, in der AE blau- 
griine Vakuolenfarbung; 
randnahe Zellen mit grii- 
nen Entmischungskugeln 


IE und Parenchym sché- 


ne blaue Vakuolenfar- 
bung; Vakuolenkontrak- 
tion; keine Membranfar- 
bung 

AE: blaugriine Vakuolen; 


keine Membranfarbung 


| Blauviolette Zellwandfar- 


IE und AE, 


keine Vakuolenfarbung 


Nur blauviolette Mem- 
branfarbung in IE und 
AE, keine Vakuolenfar- 
bung 


IE: noch Zellwandfar- 


bung, keine Vakuolenfar- 
bung, ebenso im Paren- 
chym 

AE: deutlich blaugriiner 
Zellsaft 


IE: violette Vakuolenfar- 
bung, noch immer leichte 
Membranfarbung 
AE: blaugriine Vakuolen- 
farbung; daneben noch 
Membranfarbung 


Kraftige Zellwandfarbung, 
sie erscheint mehr _ rot- 
violett, TE und AE, keine 
Vakuolenfarbung 


Violette Zellwandfarbung 
in IE und AE, keine Vaku- 
olenfarbung 


IE: nur kraftige Zellwand- 
farbung, keine Zellsaftfar- 
bung; ebenso im Paren- 
chym 

AE: ganz zarte, aber doch 
deutlich blaugriine Far- 
bung der Vakuolen 





IE: violette Vakuolenfar- 
bung, noch starke Mem- 
branfarbung 

AE: blaugriine Epidermis- 
zellen. Parenchym wie IE 


Die vollen Zellsafte der AuRenepidermis farben sich mit Nilblau und 


Brillantcresylblau wieder zum gleichen Farbton (Ostwald 18), die leeren 
Zellsafte farben sich mit Nilblau blau, mit Brillantcresylblau violett. Die 
Membranfarbung fallt mit Nilblau blau (Ostwald 14), mit Brillantcresyl- 
blau violett (Ostwald 12) aus. Der einzige Unterschied gegeniiber den Be- 
funden von G. Wiesner besteht darin, daB sie die Vakuolen der leeren 
Allium-Innenepidermis nach Brillantcresylblaubehandlung kornblumen- 
blau (Ostwald, Farbton 14) gefarbt findet, wahrend wir violette Farbung 
(Ostwald 13—12) erhalten. 
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III. Versuche an Algen 


Wesentlich weniger einfach gestalten sich die Verhiltnisse bei der Unter- 
suchung von Algen. Hier war Nilblau in den vorangegangenen Sommern 
noch nicht verwendet worden. Fiir Brillantcresylblau wurden sowohl bei 
Héfler und Schindler (1955) als auch bei Huber (1955) in den als 
leer erkannien Zellsiften blaue oder violette Farbténe beobachtet, 
ohne daf noch die Atiologie der Farbung hatte klargestellt werden kénnen. 

Wir farbten wahrend des Ramsauer Aufenthaltes frisches Algenmaterial 
nebeneinander mit Nilblau und Brillantcresylblau. 


»~Leere“ Zellsafte 
Die leeren Algenzellsafte farbten sich in den meisten Fallen mit Nilblau 
blau, mit Brillantcresylblau dagegen violett. Am deutlichsten wird der 
Unterschied, wenn das Brillantcresylblau in starker alkalischhem Farbbad 


Abb. 2. Vertiefte Blaufaérbung der stark kontrahierten Vakuolen. 
Spondylosium secedes — Cosmarium Garrolense — Staurastrum teliferum. 


angewandt wird. Im Parallelversuch ergab z. B. Micrasterias truncata mit 
Brillantcresylblau (pH 11.2) Lilafarbung, mit Nilblau (pH 7,1) reine Blau- 
farbung. Erstere entsprach der Farbtonnummer 11—12, letztere dem Farb- 
ton 14—15 nach Ostwalds kleiner Farbtafel. 

Wahrend nach Héfler und Schindler (1955, S. 182) im pH-gestuf- 
ten Reihenversuch am Ramsauer Algenmaterial gleicher Herkunft mit 
Brillantcresylblau die leeren Algenzellsafie erst bei pH 8,3 allgemein 
diffuse lonenfarbung zeigen, bei pH 7.5 solche nur vereinzelt auftritt, wird 
mit Nilblaulésung schon im neutralen Farbbad (pH 6,8) Diffusfarbung er- 
zielt. Hieraus kénnte sich nun auch die altere Beobachtung erklaren (I. c. 
S. 180), daB Brillantcresylblau vielfach in den leeren Zellsafien eine blaue 
Diffusfarbung ergab. Wie erwahnt, enthalt nahh Drawert und Metz- 
ner (1956, S. 390) das Griiblersche Brillantcresylblau reichlich Nilblau 
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(dazu auch Nilrot) als Verunreinigung (vgl. Abb. 1). Vermutlich hat also 
aus dem nilblauhaltigen Brillantcresylblaubad bei pH 7,4 (bzw. 8,3) die 
Nilblaukomponente bereits die Zellsafte tingiert, die Brillantcresylblau- 
komponente noch nicht. 

Dafiir sprechen auch Beobachtungen wie die folgende. Algenproben aus 
RMK, worin Xanthidium armatum und Micrasterias truncata aus der 
Algenmasse emporgestiegen waren und sich in Baumchenform angereichert 
hatten, wurden mit Brillantcresylblau (Griibler) pH 8,3, der gleichen auch 
1955 verwendeten Farbprobe, 10 Minuten lang 
behandelt und dann im gleichnamigen Puffer 
beobachtet. 

Micrasterias zeigte bei pH 8,3 reinblaue Va- 
kuolen (Farbton 15 nach Ostwald), dabei noch vio- 
lett tingierte Zellwande, Xanthidium zeigte blaue 
Vakuolen, wahrend die Liitkemiillerschen 
Membranblumen, vgl. Olt manns (1922, S. 76), 
Fritsch (1945, S. 340), schén violett ausgefarbt 
waren (Farbton 13). Schon bei mittlerer VergréBe- 
rung lassen sich bei entsprechender Tubuseinstel- 
lung die blauen Zellsafte innerhalb der violett ge- 
fairbten Membranen gut beobachten. — Im stiarker 
alkalischen Farbbad von Brillantcresylblau (4 Teile 
KH,PO,-+6 Teile Na,PO,, pH um 10,5) wurden 
die Zellsifte bei Xanthidium und Micrasterias 
durchwegs violett. Bei letzteren bestand schon 
knapp nach dem Durchsaugen des Puffers starke 
Vakuolenkontraktion. Bei pH 10,5 war also wohl 
die vorhandene Nilblaukomponente nicht mehr 
bevorzugt eingedrungen. Ebenso war bei pH 11,0 
die Vakuolenfarbung violett. 

Bei Xanthidium armatum in Teilung (Abb. 2) 


wiesen auch schon die jungen Zellhalften je zwei schéne violette (Farb- 
ton 13) Vakuolen auf. 


Abb. 3. Xanthidium 

armatum in Teilung, mit 

Brillantcresylblau-Griib- 
ler gefarbt. 


Nach Nilblaubehandlung wurde reinblaue Zellsaftfarbung auch schon 
knapp oberhalb der Farbeschwelle bei pH 6,8 bei Micrasterias, Xanthidium 
und anderen Formen beobachtet. Die gleiche Farbung ergab sich bei diesen 
und bei anderen Arten im alkalischen Bereich. — 

Einzelne Zellen verschiedener Desmidiaceenarien zeigten bei pH 7,1 
starke Vakuolenkontraktion und -zerkliiftung und ein auffallend tiefes, 
gesattigtes Blau der Vakuoleninhalte (Abb. 3). Wir lassen die Frage noch 
offen, ob es sich dabei blo® um eine Folge der Einengung oder, was wahr- 
scheinlicher, um eine veranderte Bindungsform der Farbe handelt. 

Fiir die leeren Zellsafte stimmt also das unterschiedliche Farbever- 
halten der Algen — blaue Diffusfarbung fiir Nilblau, meist violette fiir 
Brillantcresylblau — mit dem Verhalten der Allium-Innenepidermiszellen 
iiberein. 


32* 
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Hie und da kamen allerdings auch nach Nilblaubehandlung violette Zell- 
sifte zur Beobachtung: so bei einigen untersuchten Oedogonien. Blau- 
violetie Farbung wurde auch fiir Gymnozyga und Desmidium Swartzii 
notiert. Solches nur ausnahmsweise beobachtetes Verhalten bleibt aufzu- 
klaren 1. 


»Volle* Zellsafte 


Als Beispiel voller Zellsifte wurden zunichst Spirogyren untersucht. 
E. Huber (1954) fand bei diesen die blauen basischen Vitalfarbstoffe 
weniger schaidigend als Neutralrot. Ubereinstimmend mit ihren Befunden 
ergaben einbianderige Spirogyren mit Griiblerschem und Merckschem Bril- 
lantcresylblau (von Prof. Drawert) pH 7,5 eine diffus blaue Zellsaft- 
farbung und zuniachst keine Kriimelbildung. In Mischwatten, die verschie- 
dene Arten enthalten, zeigt oft die eine Diffusfarbung, die andere Art 
auch schon Kriimel, wobei die Gerbstoffallung griinlich erscheint. In Wat- 
ten, welche Spirogyra und Mougeotia sp. mit leeren Zellsaften enthalten, 
sind die Vakuolen der ersteren blau, die der letzteren diffus violett. 

Mit Nilblau farben sich die Spirogyrazellsafte blau. Ebenso wie bei den 
Orchideen ergeben also die speicherstoffreichen Vakuolen, in denen die ein- 
dringende Farbe chemisch gebunden wird, mit beiden Farbstoffen den 
gleichen oder annahernd den gleichen Farbton. Mit Nilblau wurden bei 
manchen Spirogyren gallertartige, griinlichblaue Fallungen im Zellsaft 
beobachiet, bei anderen Kriimelbildung, wie sie von den iibrigen Basen- 
farbstoffen bekannt ist. 

Wir behandelten weiter Spirogyren mit einer Mischlésung aus 2 Teilen 
Farbe 1 : 1000, 1 Teil Puffer n/15, 3 Teilen 2,0 Mol Traubenzucker, 3 Teilen 
H,O und 1 Teil Standortwasser; das Farbbad enthielt also 1 : 5000 Farbe, 
0.6 Mol Traubenzucker und n/150 Puffer. 

Spirogyra-Zellsafte, normal plasmolysiert und im Tonoplastenstadium, 
ergaben, der Einengung entsprechend, mit Nilblau eine satt dunkelblaue 
Farbung; dazu waren die Membranen blau gefarbt, auch wo die plasmoly- 
sierten Protoplasten intakt waren, so daf kein Austritt von Zellsaft-Tannin 
angenommen werden konnte. Im gleich hergestellten plasmolysierten Farb- 
bad von Brillantcresylblau (pH 11.2) war der Inhalt der Vakuolen und iso- 
lierter Tonoplaste auch blau, die Farbung gleich oder doch recht ahnlich, 
und nur die hier violette Zellwandfarbung unterschied das Praiparat vom 
friiheren. 

Bei Netrium digitus, das als Reprasentant voller Zellsafte oft beobachtet 
worden war (vgl. Cholnoky u. Héfler 1950, Hirn 1953, Héfler u. 
Schindler 1955, S. 180, Huber 1955), ergibt auch Nilblau in einem Teil 
der Zellen griinblauen Zellsaft, dazu dunkelblaue Fallungskiigelchen, wah- 
rend in anderen Zellen die Fallungskérper allein auftreten. 


1 Ebenso harren verschiedene Befunde, die in der an neuen Beobachiungen 
reichen Arbeit von Huber (1955) mitgeteilt sind, noch der Erklarung; so, da die 
Griinalge Eremosphaera viridis, mit Brillantcresylblau gefarbt, zuerst meist diffus 
violett erschien und der Farbton bei langerer Einwirkungsdauer (ca. 10—15 Min.) 
in einen kobaltblauen (na 14) umschlug. 
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Diatomeen-Fallungskérnchen 


In getrennten Versuchsreihen priiften wir die Frage, wie die Farbe- 
schwellen in cH-gestuften Farbbadreihen von Brillantcresyl- und Nilblau 
bei Diatomeen liegen. Bei diesen erscheinen bekanntlich nach Tinktion mit 
basischen Farbstoffen oft lebhaft und satt gefirbte Fallungskiigelchen, die 
zuerst von P. A. Dangeard (1916, 1932, 1936), dann von Cholnoky 
(1934/35) beobachtet worden sind. Sie liegen meist im Plasma, selten in der 
Vakuole. Aus den Versuchen von Héfler und Schindler (1951) und 
Hirn (1954) ging hervor, daf® bei diesem Firbeeffekt die Schwelle tief in 
der pH-Reihe, weit nach dem sauren Bereich verschoben liegt. 

Wir untersuchten in der Ramsau frisch gesammelte Mischproben aus RT 
(dem Heimerlmoor), worin Tabellaria flocculosa enthalten war. Sowohl 
Brillantcresylblau als auch Nilblau lieBen bei neutraler bzw. saurer Farb- 
badreaktion, wo keine Zellsaftfarbung mehr zustande kommt, noch die 
Koérnchen ausfallen. Zur Grenzbestimmung muften also starker sauer ge- 
pufferte Lésungen (hergestellt aus n/10 HCl und n/15 KH,PO,) verwendet 
werden. 

Ubrigens sind fiir die Versuche nur solche Diatomeenarten brauchbar, 
die nicht wie Pinnularia viridis u. a. mit Basenfarbstoffen starke elektro- 
adsorptive Zellwand- oder Gallertfarbung geben. Lebende Tabellaria laRt 
die Zellwande ungefarbt. 

Der Vorversuch ergab, da bei pH um 4,8 (n/150 KH,PO,) iiberall, bei 
pH 2,4 nirgends Kérnchen ausgefallt waren 2. 


Ramsau, 2. September 1956 


Brillantcresylblau (Griibler, 1 : 5000) 


pH 4.1: in allen lebenden Zellen zahlreiche typische kleine blaue Kérnchen (= % #) 
— in toten Zellen blaue Plasmareste und blaue gréfere Kliimpchen. 

pH 3.46: Grenzwert, innen in lebenden Zellen hellgriinblaue Kérnchen, Mehr- 
zahl der Zellen aber leer — in toten Zellen Protoplaste violettblau, dazu 
meist dunkle Kliimpchen. 

pH 3.1: in lebenden Faden keine Kérnchen — 1 tote Zelle hat blauen Proto- 
plasten und auch blaue Kliimpchen. 

pH 2,65: schén, intakt, ganz ohne Kérnchen. 

pH 2.4: desgl., ohne Kérnchen. 


Nilblau (Griibler, 1 : 5000) 
pH 4,1: reichlicher Kérnchenniederschlag. 
pH 3.46: in lebenden Zellen typische blaue Kérnchen, um 1 » grof — in toten oder 
nekrotischen Zellen innen gréRere blauliche Kliimpchen, die im Aussehen 
von den K6érnchen verschieden sind. 


2 Die Physoden (Gerbstoffblischen) von Mougeotia speichern lebhaft basische 
Farbstoffe. Sie sind aber, soweit im Sommer 1956 beobachtet, doch nicht gut ge- 
eignet, scharfe Grenzwerte zu geben. So farbten sie sich in der Brillantcresylblau- 
reihe in einer den Praiparaten beigemengten, 10“ breiten Mougeotia sp. bei pH 4.1 
schén blaugriin, bei pH 3.6 hell, aber deutlich blaugriin, bei pH 3.1 teils zart hell- 
griinblau, teils waren sie farblos, bei pH 2,65 blieben sie véllig ungefarbt. 
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pH3.t: Grenzwert: 1 lebende Zelle mit ganz wenig kleinen, aber typisch 
sattblauen Kiigelchen, 2 Zellen mit lichter griinblauen Kiigelchen. 1 Zelle 
leer. 

pH 2.65: schéne lebende Faden ganz ohne Kérnchen! 


Man muB sich bei solchen Versuchen mit den Farbebildern nekrotischer und 
toter Zellen vertraut machen. Naturgemé&@ dringen dort, da die semipermeable 
Schranke des Cytoplasmas nicht mehr besteht, auch Ionen in die Zellen ein. Auch 
in allen sauren Farbbadern unterhalb der von uns gefundenen Schwellen, wo 
praktisch nur mehr Farbionen vorhanden sind, sind daher die toten Zellen. und 
nur diese allein, gefarbt. Es fallt leicht, die gleichen Farbebilder auch oberhalb der 
Schwellen wiederzufinden; tote Zellen zeigen bei Tabellaria gefarbte Plasmareste 
und daneben zusammenflieRende und verklebte Kiigelchen, die vermutlich durch 
Fallung des gleichen, seiner chemischen Natur nach unbekannten Inhaltskérpers 
entstanden sind. In den lebenden Zellen gibt es dagegen nur die Fallungskérnchen, 
die nicht verklebt sind, sondern stets frei liegen. 


Die Lage solcher Farbeschwellen ist von allgemeiner Bedeutung. Die 
Grundtatsache, da Speicherstoffe, geliéste oder in Kérnchenform vorgebil- 


< Molekule > 
< Jonen > 
if 


< Molekile \ des sauren 
>Jonen Farbsalzes < Molekule der Farbbase 


aes Farbsalzes 











4 


blauviolet 





gelb 


— ee 
rotviolett orange 


Abb. 4. Aus Drawert (1956). — Die wahrscheinlichen Dissoziationsverhiltnisse 
des Neutralrots. Unter pH 1 diirften nur lonen des sauren Farbsalzes und 
iiber pH 8.5 nur undissoziierte Molekiile der Farbbase vorliegen. Unter pH 1 ist 
der Farbton blau bis blauviolett. Uber pH 8,5 sind die Lésungen gelb und unbe- 
staindig. In dem zwischen den beiden Umschlagspunkten liegenden pH-Bereich sind 
neben Farbkationen und Molekiilen der beiden Farbsalze auch Molekiile der Farb- 
base vorhanden, deren Anteil mit steigendem pH-Wert zunimmt. Der Farbion 
andert sich zwischen pH 1.0 und 8,5 je nach dem Mischungsverhiltnis der einzelnen 
Anteile von rotviolett (sauer) iiber rot nach orange (alkalisch). 


dete, in der pH-Reihe die basischen Farbstoffe viel weiter nach der sauren 
Seite hin aufnehmen als die leeren Zellsafte, daB sich aber doch auch bei 
ihnen klare Grenzen der Tingierbarkeit erkennen lassen, unterhalb deren 
dann jede Anfarbung fehlt, liefert ja den eindeutigen Beweis dafiir, da 
nicht Farbkationen das lebende Protoplasma durchdringen, sondern nur die 
elektroneutralen Farbmolekiile (vgl. Héfler u. Schindler 1951). 
Wesentlich und vordem vielleicht zu wenig hervorgehoben ist nun, da 
es sich im cH-Bereich, wo die beobachtete Farbeschwelle liegt, doch nur um 
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eindringende Molekiile des Farbsalzes, nicht der Farbbase handeln wird. 
Man vergleichhee Drawerts Schema iiber die wahrscheinlichen Dissozia- 
tionsverhalinisse des Neutralrots (1940, S. 189, 1956, S. 254, in Abb. 4 wie- 
dergegeben; dazu etwa Héf ler 1949b, S. 105). 

Dagegen kommt bei den Farbeschwellen der leeren, speicherstoffreien 
Zellsifte, welche basische Farbstoffe nach dem Prinzip der Ionenfallen- 
wirkung anreichern, nur der Eintritt von Farbbasenmolekiilen, also der 
Dissoziationsgrad der Farbbase? in Betracht. Kinze] (1954) rechnet dem- 
entsprechend in seiner theoretischen Studie, die ja nur die lonenfarbung 
leerer Zellsifte behandelt, mit der Konstanten der Basendissoziation. Die 
Konzentration der Farbbasenmolekiile nimmt fiir jede pH-Einheit um eine 
Zehnerpotenz ab; kennt man also die Dissoziationskonstante und die Halb- 
wertstufe, wo der halbe Farbstoff dissoziiert, der halbe in Form ungelade- 
ner Molekiile vorhanden ist, und dazu die Schwelle der Ionenfarbung beim 
gegebenen Objekt, so wird sich danach theoretisch abschatzen lassen, eine 
wie geringe Konzentration der permeierfahigen Farbbase im Bade eben 
noch zur Auslésung von Farbung nach dem Ionenfallenmechanismus im 
Zellsaft geniigt. 

Nach dem Gesagten ist die auffallige Beobachtungstatsache (vgl. H 6 f- 
ler u. Schindler 1955, S. 184), daB bei Tribonema viride Pascher (bei 
Anwendung von Brillantcresylblau Griibler) die Schwelle der Zellsaft- 
firbung zwischen pH 8,3 und pH 7,5 und in denselben Zellen die Farbe- 
schwelle der speichernden Inhaltskérperchen zwischen pH 4,1 und 3,1 liegt, 
die Differenz also vier GréRenordnungen der Wasserstoffionenkonzentration 
betraigt, wohl nicht so zu interpretieren, dai die Farbbasenmolekiile noch 
4 pH-Einheiten unter der Halbwertstufe, d. h. bei einem relativen Konzen- 
trationsanteil von 5.10—5 die Inhaltskérperchen anzufarben verméchten, 
sondern fiir die letztere, tief in der pH-Reihe gelegene Schwelle kamen die 
(lipoidléslichen) Farbsatzmolekiile in Frage. — Tribonema viride stand uns 
im Sommer 1956 nicht zur Verfiigung und bleibt zu untersuchen. 


Die Farbeversuche mit Diatomeen wurden im Dezember 1956 in Wien wieder- 
holt. Es stand uns hier ein noch viel artenreicheres Material aus den Donauauen 
zur Verfiigung. Der Fundort, das Altwasser ,.Krumpen* bei Stockerau, 30 km ober- 
halb von Wien, und die dortige Diatomeenflora wird bei Cholnoky (1955) und 
Fetzmann (1957) geschildert; die Algengesellschaft, der wir unser Material ent- 
nahmen, ist von Fetzmann soziologisch erfaBt und als Limoseto-Diatomeeion 
beschrieben worden. Unsere Versuche wurden am 18. und 19. Dezember mit dem 
am 17. Dezember eingebrachten Material ausgefiihrt; die Diatomeen standen im 
Friihwinter in bester Entwicklung. 

Nicht alle Arten gaben die Farbfallungskiigelchen. Bei Navicula cryptocephala 
Kiitz. (Abb. 5a) traten sie reichlich auf. In der Nilblau-Farbbadreihe fanden sie 


3’ Dabei bleibt die in der modernen physikalisch-chemischen Literatur aus- 
gesprochene Auffassung noch unberiicksichtigt, die den Berechnungen die Dis- 
soziationskonstanten des Gleichgewichtes DH+ *D + H+ — bzw. bei Aminogruppen 
fiihrenden Farbstoffen RNH,;+  RNH, + H+ — zugrunde legt. Vgl. Bartels und 
Schwantes 1955, S. 718. FuBnote. 
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sich nach der sauren Seite hin noch bei pH 3,14 in einem Teil der Zellen, aber nicht 
mehr bei pH 2,84 und 2,64. 


Hochst auffallend war beim Arbeiten mit dieser Diatomeengesellschaft die 
Beobachtung, da Caloneis amphisbaena (Bory) Cleve (Abb. 5 b) starkste Zellwand- 
speicherung in den Lésungen beider Farben zeigte. Beim Durchleiten der Farb- 


b 


a) Navicula cryptocephala, b) Caloneis amphisbaena, c) Amphora ovalis, 
mit Nilblau (pH 8,3) gefarbt. 


a 


Abb. 5. 


lésung durch frische Praiparate wurde die Art binnen kiirzester Zeit elektiv aus- 
gefarbt. — Navicula pygmaea Kiitz. (det. Fetzmann) zeichnete sich durch hohe 
Resistenz und durch das Eintreten diffuser Zells aft farbung aus, die gréBtenteils 
von lebhafter Vakuolenkontraktion gefolgt war: die Kérnchen fehlten meist vollig 
oder es erschienen héchstens in Farbbadern starker alkalischer Reaktion winzige 
Farbkiigelchen aufen am Tonoplastensaum. — Nitzschia palea Kiitz. gab gute 
Kornchenfallung. 


Ein ausgezeichnetes Objekt zur Bestimmung der Farbeschwellen in cH-gestuf- 
4 Wir arbeiteten mit Mischlésungen aus n/i0 HCl und n/i5 KH,PO,, zehnfach 


verdiinnt. Die pH-Werte (der farblosen Puffer) hat Herr Dr. W. Url mit dem 
Lautenschlager-lonometer fiir uns bestimmt: 





. pH nach 
10 HCl 10 KH,PO H Sse 
n/ " lies ee Literaturangaben 





10 4,6 4,7 4,8 
9,8 3,98 4,02 3,95 
9,5 3,50 3,52 
9,0 3,14 3,14 
8,0 2,84 2,84 
7,0 2,60 2,62 
5,0 2,4 2,4 


Der Unterschied zwischen gepufferter Farblésung und farbfreier Pufferlésung 
darf, bei den verwendeten pH-Stufen, wohl vernachlassigt werden. 
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ten Farbbadreihen wird Amphora ovalis Kiitz. (Abb. 5c) mit ihren groRen Volutin- 
kugeln sein. Diese farbten sich nach einer orientierenden Beobachtung mit Brillant- 











Abb. 6. Oedogonium echinospermum, links mit Brillantcresylblau-Griibler, rechts 
mit Brillantcresylblau-Merck (1 : 10.000, pH um 10,7) behandelt. 


cresylblau noch bei pH 3,14, nicht mehr bei pH 2,84. Das Verhalten der Volutin- 
kérner bei Vitalfarbung mit basischen Farbstoffen ist von Hirn (1953b) ein- 


gehend untersucht worden. 
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Oedogonium 


Hier sei noch ein Versuch vom 10./11. Dezember 1956 erwiihnt, der das 
ungleiche Fiarbevermégen der Brillantcresylblauproben verschiedener Her- 
kunft fiir Zell membranen belegt. 

In einem unserer in Kultur gehaltenen Materialien war ein Oedogonium 
(das im westlichen Teil des Hauptgrabens in RMK, dem Ramsauer Schwai- 
germoos, dominiert) zum Fruchten gelangt. Es lie® sich nach Hirns Mono- 
graphie als Oedogonium echinospermum Al. Br. sec. Hirn bestimmen. Die 
alkalisch gepufferten (pH um 10,7) Lésungen von Brillantcresylblau Griib- 
ler und Merck wurden aus den Farbproben hergestellt, die uns Prof. Dr a- 
wert iibersandt hatte. 

Die alkalischen Farblésungen sind permeierfahig und farben in leben- 
den Zellen die Zellinhalte, in nekrotischen und toten, wo die Speicherkon- 
kurrenz der letzteren wegfallt, die Zellmembranen. Brillantcresylblau von 
Griibler laBt eine dickke Membranschicht von aufen her ungefarbt und farbt 
nur die innerste Schicht (Abb. 6). Brillantcresylblau von Merck farbt die 
Membranen ihrer ganzen Dicke nach. Am Oogonium farbt sich nur die 
Wandung, das Episporium, samt den pfriemlichen Stacheln, nicht der 
(lebende) Inhalt. Mit Brillantcresylblau von Merck fallt die Membran- 
tinktion allgemein lebhafter aus; das diirfte mit der Beimengung von Siell- 
salz zusammenhangen. 

In den lebenden Zellen erfolgt starke Anfarbung der ,leeren“ Zellsafte, 
u. zw. lila mit beiden Brillantcresylblau-Farbproben, blau im Parallel- 
versuch mit Nilblau. Wie allgemein bei Oedogonien (vgl. Cholnoky u. 
Hoéfler 1950) stellt sich lebhafte Vakuolenkontraktion und -zerkliiftung 
ein. Etliche Faden sind zum Teil lebend, zum Teil abgestorben. Im Grenz- 
bereich beobachtet man in nekrotischen Zellen kontrahierte tiberdauernde 
Tonoplastenkugeln. In einem mit Brillantcresylblau von Merck behandelten 
Praparat ist in einer Grenzzelle der Inhalt mehrerer solcher Kugeln violeit, 
der Inhalt einer groBen Kugel aber rein blau gefarbt. Nilblau farbt die 
Tonoplasteninhalte in der nekrotischen Zone der Faden blau oder violett- 
blau, selbst griinlichblau. 

Brillantcresylblau von Merck schadigt die Zellen starker als Brillant- 
cresylblau von Griibler. Im ersteren sind in den Zellen einzelner Faden 
schneeflockenartige Kristallbiischel ausgefallen (Abb. 6 rechts). 


IV. ,Rapidfarbung* leerer Zellsafte 


Wie ungleich die Farbung leerer Zellsafte verschiedener Algenarten auch 
bei gleicher Behandlung, ja im selben, mit artenreicher Algencénose durch- 
gefiihrten Versuche ausfallt, dariiber lag uns seit langem ein reiches Erfah- 
rungsmaterial vor (Cholnoky u. Héfler 1950, H6fler u. Schind- 
ler 1951, 1953, 1955, Hirn 1953a, Kiermayer 1954, E. Huber 1955). 
Es ist bis heute durchaus nicht geklart, warum manche Arten mit speicher- 
stofffreien Zellsaften die lonenfarbung so viel schwerer als andere zustande 
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kommen lassen (Closterium striolatum) oder gar bisher iiberhaupt eine 
vitale Farbung nicht gelingen lieBen (Chlorobotrys regularis). 

Die Einwirkungsdauer der Farbstoffe, d. h. die Farbezeiten zu verlin- 
gern, erscheint bei solchen Versuchen oft untunlich, weil sich schidigende 
Wirkungen einstellen. Die Giftigkeit des Methylenblaus ist wiederholt stu- 
diert worden. Daf auch von dem hier untersuchten Farbstoffpaar das Nil- 
blau vielfach gefihrlicher fiir die Zellen ist als das Brillantcresylblau, hat 
schon Schaede (1923) in einer durch exakte Methodik ausgezeichneten 
Untersuchung dargetan. Unterschiede in der Resistenz verschiedener Arten 
und Zellsorten sind aus den Arbeiten der letzten Jahre mehrfach bekannt- 
geworden (Lou b 1951). — Unter Hirns Beobachtungen (1953 b) ist beson- 
ders die von der ausnehmend hohen Resistenz gewisser Diatomeen (z. B. 
Amphora ovalis) gegen schadigende Farbstoffe beachtenswert. Uberraschend 
war endlich der von E. Huber (1954) gefiihrte Nachweis, daB selbst das so 
viel verwendete und als unschadlich bekannte Neutralrot fiir Spirogyra- 
Zellen ein ausgesprochenes Gift darstellt. 

Versuche, deren erste 1956 gemeinsam mit Doz. H. Schindler in der 
Ramsau durchgefiihrt wurden, haben nun ergeben, daB sich auf folgende 
Art binnen kiirzester Zeit eine vitale Farbung von Zellsaiften erzwingen 
laBt. 

Wir brachten sauberes, von Detritus freies Desmidiaceenmaterial, wel- 
ches reichlich Xanthidium armatum und Micrasterias truncata, dazu spiar- 
lich einige andere Arten enthielt, in hochkonzentrierte (1 : 1000), ungepuf- 
ferte (oder schwach sauer gepufferte) Lésungen von Nilblau und Brillant- 
cresylblau und lieBen die hohen Farbkonzentrationen ganz kurze Zeit 
(%—1 Minute) einwirken. Sind die Algen in der Probe diinn gesat und ver- 
riihrt man kriftig, so werden bei Xanthidium armatum die Zellwande und 
die aufsitzenden ..Blumen* (vgl. Liit ke miiller 1902, Oltmanns 1922, 
Fritsch 1945), bei Micrasterias truncata die Zellmembranen und dazu die 
Gallerthiillen alsbald stark tingiert. Nun wurde rasch durch das Praparat 
ein konzentrierter (n/15) alkalischer Phosphat-Stammpuffer (hergestellt aus 
4 Teilen KH,PO,+6 Teilen Na,PO,) hindurchgesaugt. Das geléste Salz 
verdrangt die Farbe aus der elektroadsorptiven Membranbindung; gleich- 
zeitig bewirkt aber die alkalische Reaktion eine Kondensation der lonen zu 
Molekiilen. Nach kiirzester Zeit findet man die Farbe in 
die Zellsafte tibergetreten. Es ergibt sich eine vitale, intensive 
Diffusfarbung der Vakuolen. 

Im Nilblauversuch farben sich die vorher blauen Gallerthiillen, ja die 
ganze Gallertmasse der Praiparate beim Durchsaugen des alkalischen Puf- 
fers augenblicklich rosarot, was schon bei makroskopischer Betrachtung der 
Praparate sichtbar wird. 

Einen ahnlichen Kunstgriff haben zuerst H6fler und Schindler 
(1953) angewandt. Zur Adsorptionsverdrangung war CaCl, als stark ioni- 
siertes Salz verwendet worden. Die Anwendung der alkalischen n/15-Phos- 
phatpufferlésung verbindet nun die Ionenverdrangung mit der cH-beding- 
ten Umwandlung der Farbe in die molekulare Form. Wie zu erwarten, 
erfolgt diese viel rascher als nach Einwirkung der CaCl,-Lésung. 
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Wir farbten anfangs die Algenproben auf gewéhnliche Weise 10'Min. lang in sau- 
rer Farblésung 1 :5000 und saugten sodann die konzentrierten Puffer n/15 durch. 
Mit Brillantcresylblau ergab sich nach Vorbehandlung im Farbbad pH 4,8 bei Mi- 
crasterias truncata starkste, bei Xanthidium armatum schwichere Zellsaftfarbung. 

In einem Versuch wurde nach 10 Min. Tinktion und 8 Min. Aufenthalt im n/150- 
Puffer pH 4.8 um 13.21 Uhr n/15 alkalischer Stammpuffer durchgesaugt. Schon nach 
1% Min. war die Farbe aus der Wand in den Zellsaft verlagert und dieser blaulich 
gefairbt. Nach 4 Min. hat Xanthidium blaue, Micrasterias meist violette Vakuolen- 
farbung. nur eine schwach gefarbte Zelle ist noch blau. Nach weiteren 3 Min. hat 
sich auch diese nach Violett verfarbt, doch gab es innen im Praparat, wo der Farb- 
stoff schwerer Zutritt fand, auch noch blaue Zellen. Nach 10—11 Min. waren die 
Zellsifte von Xanthidium meist violettblau, die von Micrasterias rein violett, ein- 
zelne Xanthidien waren blau geblieben. Nur zartgefirbte Micrasterien innen 
waren auch noch violettblau. Alle Zellen lebten. 

Im Parallelversuch mit Nilblau war bei pH um 6,8 vorgefarbt worden, beim 
Durchsaugen von n/i5 Na,;PO, verfarbte sich das Praparat nach Rot, und schon 
nach einer Minute zeigte Xanthidium und Micrasterias innerhalb der roten Zell- 
wand und Gallerthiille blaue Zellsifte. In einer Micrasterias-Zelle waren aufer- 
dem innen viele dunkelblaue, 1—2. dicke Kiigelchen ausgefallen. Wir vermerkten, 
daB auch bei Cosmarium cucurbita, das sonst bei gewéhnlicher Behandlung nur 
die bei H6fler und Schindler (1951) und Hirn (1953 a) beschriebenen K6rn- 
chen, nicht den Zellsaft farbt, hier erstmalig auch eine Vakuolenfarbung erzwun- 
gen wurde. Closterium abruptum blieb dagegen ungefiarbt und hob sich in seiner 
natiirlichen griinen Farbe stark von der iibrigen Algenmasse ab. 20 Min. nach dem 
Durchsaugen waren alle Vakuolen der Algen, bei denen Farbung gelungen war, 
blau (etwa na 14 nach Ostwald), keine Violettfarbung war mehr zu beobachten. 


Als Ergebnis der Versuche wurde festgehalten, daf nach der gewalt- 
samen Zellsaftfarbung bei Anwendung von Brillantcresylblau die Farbung 
blau anfangt und nachher violett wird. von Nilblau dagegen blau beginnt 
und bleibt. 


Weiterhin wurde meist, wie oben beschrieben, in konzentriertem oder 
schwach saurem Farbbad 1: 1000 kurz vorgefarbt und dann sogleich der 
alkalische n/15-Stammpuffer angewandt. — Wir geben einen Protokoll- 
auszug: 

4. IX. 1956: Das Micrasterias-Material aus Glas RMK3 (Schwaigermoos, 
Hauptgraben, 6m vom Ostrand) wird in Nilblau 1 : 1000 in Wasser kurz 
verriihrt. ein Deckglas aufgelegt und sogleich n/15-Phosphatstammpuffer 
(41+ 6111) durchgesaugt. Gallerte und Zellwande farben sich blitzschnell 
nach Rot um. Ein Teil der Farbe wird in die Zellsafte getrieben. Diese far- 
ben sich blau. Man sieht, daB durch die ganz kurze Farbung die Zellen nicht 
oder nicht wesentlich geschadigt worden sind. 

Zur Beobachtung wird zunachst von Micrasterias truncata eine Zelle in 
Teilung ausgewahlt (Abb. 7). Die jungen Zellhalften zeigen schén blaue 
diffuse Vakuolenfarbung, das Cytoplasma ist noch ungefarbt. Die Vakuolen 
in den alten Zellhalften haben denselben Farbton, sie sind nur von den 
Chloroplasten teilweise verdeckt. 

Nach einigen Minuten stirbt die eine Zellhalfte ab (Abb. 7, unten) und 
in dem Ma®&, wie sich die Vakuole entfiarbt, firben 
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sich die Fetttropfen orangebraun. Die andere Zellhalfte ist 
nach 15 Minuten och lebendig. Die Vorgange in dieser werden verfolgt. 
Die Vakuolenfarbung bleibt langere Zeit erhalten. Das Cytoplasma da- 
gegen farbt sich allmahlich ganz zart graublau, die ihm eingebetteten Fett- 
tropfen bleiben noch véllig farblos. Weiter werden in den Vakuolen rein 
blaue Kiigelchen sichtbar, die BMB zeigen. Alsbald werden aber solche 
Kiigelchen in einem (,,mondférmigen*) Streifen Cytoplasma festgelegt; nur 
wenige zeigen noch im Zellsaft Wimmelbewegung. — Weiters erscheint ein 
groRer blauer Klumpen an der Basis der jungen 

Zellhalfte (Abb. 7). Benachbarte Fetitropfen sind 

noch farblos: solange die Zelle lebt, sind die Ent- 

mischungstropfen, wie es scheint, den Fetttropfen 

an Speicherkraft iiberlegen. Dann tritt auch in 

dieser Zellhalfte der Zelltod ein, und erst jetzt. 

in der Endphase der Nekrose, farben sich die Fett- 

tropfen. — Das Protokoll sagt, da ab 10.24 Uhr 

der Tonoplast, der den blauen Zellsaft umschlof, 

durchlassig geworden sei, um 10.26 Uhr hat er sich 

entfarbt und haben sich die Fetttropfen gefarbt. 

Blaue Entmischungstrépfchen (Plasmakoagulat?) 

sind zunachst unverandert blau geblieben. 4 Mi- 

nuten spater ist alle Struktur zerstért, auch die 

blauen Tropfen sind verschwunden und dafiir 

sind die Fetttropfen in der Zelle tief und satt 

orangegelb. Nur diese Fetttropfen bleiben in der 

Zelle erhalten. 


Anderwarts sind im Praparat noch um 10.45 
Uhr die meisten Xanthidium-armatum-Zellen le-  a-matum in Teilung, Ne- 
bendig und zeigen die blaue Vakuolenfarbung. {rose nach Rapidfarbung 
Wir zahlten 15 solche Zellen mit Vakuolenkon- mit Nilblau-Griibler, vgl. 
traktion (die iiberall bestand), von Micrasterias Text. 
truncata 3 lebende und 1 tote Zelle. In ersteren 
waren die Vakuolen himmelblau, die Plastiden unverandert griin, die im 
Durchschnitt 3. breiten Gallerten um die Zellen herum hellrosa. Um 
10.55 Uhr wurde das Praparat mit Vaseline umschlossen. 

In einem Parallelversuch wurden verschiedene Algenarten beobachtet. 
Die Farbumlagerung verlief ahnlich. Nachher saugten wir wieder neutralen 
Stammpuffer durch das Praparat. Gallerten und Zellwande wurden blan, 
in den Zellsiften blieb die Blaufarbung naturgemaf erhalten. Manche 
Micrasterias-Zellen gingen zugrunde; bei der Nekrose farbten sich die Zell- 
kerne stark dunkelblau, indes hier bei saurer Reaktion keine Fettfarbung 
beim Zelltode eintritt: Farbionen gehen nicht ins lipophile Medium. 

Der Hauptversuch mit Brillanteresy|!blau wurde um 11.43 Uhr 
eingeleitet. Das Material wird kurze Zeit in der Stammlésung 1 : 1000 in 
dest. Wasser gefarbt, verriihrt, mit Deckglas bedeckt und iiberschiissige 
Fliissigkeit abgesaugt. Micrasterias truncata zeigt lebhaft violette, Xanthi- 
dium schwichere violette Zellwandfarbung. 


Abb. 7. Xanthidium 





446 K. Héfler und A. Diskus 


Schon um 11.45 Uhr wird Stammpuffer n/15 (41 +6111) durchgesaugt. 
Das Praparat wird, makroskopisch betrachtet, lila. 

Mikroskopisch besehen, sind die Zellwainde beider Versuchsalgen rot- 
violett und in den Protoplasten besteht schon violette Vakuolenfarbung. 

Eine gute, mit der friiheren vergleichbare Xanthidium-Zelle in Teilung 
zeigt schénes sattes Lila in den jungen und den alten Zellhalften. Um 
11.50 Uhr stirbt die eine Zellhalfte. Die Fetttropfen farben sich auch, aber 
nur matt braunlich. Nach 5 Minuten wird die Farbe mattorange; die andere 
Zellhalfte stirbt auch ab, das koagulierte Plasma fiarbt sich leicht. In einer 
Halbzelle farben sich die Fetttropfen fast so schén wie in Nilblausulfat. 
Um 11.52 Uhr dehnt sich der Protoplast der iiberlebenden jungen Zelle 
osmotisch in die leere Zelle hiniiber aus. Die Fetttropfen werden leicht ge- 
farbt sichtbar. Die endgiiltige Farbung der Fetttropfen entspricht dem Ost- 
waldschen Farbton 3 VI 1c. Um 12.01 Uhr wird (wie im Nilblauversuch) 
saurer Stammpuffer (S1-+2II1]) durchgesaugt. In lebender Micrasterias 
zeigt sich extreme Vakuolenzerkliiftung, wahrend die Xanthidium-Zellen 
diffus violette -ungeteilte Vakuolen behalten. Um 12.07 Uhr wird in einer 
in Beobachtung genommenen Micrasterias-Zelle plétzlich leichte Farbung 
der Fetttropfen sichtbar; eine platzende Teilvakuole hat wohl die Farbe 
abgegeben. Der Farbiibertritt in die Fetttropfen wird in weiteren Zellen 
beobachtet. In nekrotischen Micrasterias-Zellen, deren Zellsaftraume schon 
leer sind, finden sich kardinalviolette Kiigelchen, auch violette Zellkerne. 

Um 12.14 Uhr wird das Praparat bei schwacher Vergréferung (Algen- 
sucher) durchmustert. Es lebt das resistentere Xanthidium gréBtenteils, die 
empfindlichere Micrasterias zu etwa einem Drittel. 

SchlieBlich wurde um 12.17 Uhr wiederum alkalischer Stammpuffer 
(41-+-6III) durch das Praparat gesaugt. Jetzt fiel auf, daB® die Zellsifte 
lebender Micrasterien z.T. nach Graublau umfarbten, wahrend in abster- 
benden die Vakuolen violett blieben. In nekrotischen Zellen wurden matt 
braunorange Fetttropfen beobachtet. Bei Xanthidium blieben auch die Zell- 
sifte intakter Zellen nach der zweiten Ubertragung schén violett. 

Es ist festzuhalten, daB die grell orangebraune Farbung, 
die mit Nilblausulfat sich einstellt, im zellphysiologischen Ver- 
such als Todesreaktion zu verwerten ist. Daf die Nil- 
blaufairbung eine Fettreaktion darstellt und da® das Nilblau neutrales Fett 
orangerot, Fetisduren aber blau fiarbt, ist seit Smith (1906) und Smith 
und Mair (1911) bekannt. Vgl. Conn (1953). 


Weitere Versuche wurden mit ahnlichem Erfolg durchgefiihrt. Wurde 
statt des n/13-Mischpuffers (6 KH,PO, +4 Na,PO,) reiner tertiirer Puffer 
(n/15 Na,PO,) durch die Praparate geleitet, so erfolgte die Farbverlagerung 
aihnlich, aber die Zellen wurden stairker geschadigt. Bei solchen Versuchen 
treten Resistenzunterschiede der vergesellschafteten, im selben Tropfen 
untersuchten Arten deutlich in Erscheinung. 

Vom Schicksal dieser den Proben beigemengten Algen, die nebenher 
beobachtet wurden, sei nur das Verhalten von Cosmarium cucurbita bei 
rapider Farbung kurz erwahnt. Wie Hirn (1953 a) beschreibt, firbt diese 
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Art nur die Piinktchen gerbstoffartigen Charakters im Plasma. Diese be- 
halten in der alkalischen Lésung ihre Farbung. In unseren Versuchen blieb 
nun selbst nach radikaler und langdauernder Einwirkung des teriiren Puf- 
fers, wenn schon alle anderen Arten getétet waren, ein Teil der Zellen von 
Cosmarium cucurbita noch am Leben. Wiahrend die toten Zellen in bekann- 
ter Weise den ganzen Protoplasten blauschwarz farben, waren diese Zellen 
noch rein griin und in 1,0 Mol Traubenzucker plasmolysierbar. Cosmarium 
cucurbita ist also nicht nur durch den héchsten bei Desmidiaceen bekannten 
osmotischen Wert (Krebs 1951), sondern auch durch eine besonders hohe 
Resistenz ausgezeichnet. 


Redoxvorginge 


Brachten wir Praparate nach der im Eingang dieses Abschnittes be- 
schriebenen Behandlung — kurze Uberfarbung im schwach sauren Farbbad 
{:1000 und Farbverlagerung aus der Zellmembran in das Zelleninnere 
durch alkalische n/15-Phosphatpuffer — in die feuchte Kammer und beob- 
achteten wieder nach einigen Stunden, so zeigten sich die Versuchsalgen 
Xanthidium armatum und Micrasterias truncata véllig intakt, aber 
sie waren nun vOllig ungefarbt. 


Beruht die Entfarbung auf Exosmose der Farbe oder auf anderen Vor- 
giaingen? 

Nach der sogenannten lonenfallentheorie, die die Farbung leerer Zell- 
sifte allein der Anreicherung von Farbionen im sauren Milieu der Vakuole 
zuschreibt, kann eine Farbexosmose nicht angenommen werden, da ja das 


lebende Plasma fiir Ionen undurchlassig ist. Es war also nach anderen 
Ursachen zu suchen. 

Kiermayers Fiarbestudien an Desmidiaceen (1954/55) haben die 
Aufmerksamkeit auf die Redoxvorginge in den Zellsaften gelenkt. Sollte 
solche Reduktion zur im Hellfeld unsichtbaren Leukoform auch in unseren 
Versuchen stattgefunden haben? 

Wir saugten durch die Praparate mit lebenden, beim Aufenthalt in der 
feuchten Kammer entfarbien Zellen verdiinnte Lésungen von H,O, (0,3-—- 
0.1%) hindurch. Fast augenblicklich kehrte die Zellsaft- 
farbung zuriick. Es ist ein prachtiges Bild, wenn beim Hindurch- 
leiten des Wasserstoffsuperoxydes die Zellen unter den Augen des Beob- 
achters ihre Firbung wiedergewinnen. In anschaulicher Weise wird dar- 
getan, daB der Farbstoff nicht exosmiert ist, sondern in den Zellsaften ver- 
blieben und nur zur Leukoform reduziert worden ist. 

Wir geben ein Versuchsprotokoll vom 4. September 1956 vollstandig 
wieder. 

Mehrere Proben des gleichen RMK-Materials, das fiir obige Versuche 
verwendet worden war, wurde 10 Minuten lang in gewohnlicher Weise mit 
Brillantcresylblau (Griibler) 1 :5000, pH 4,8, drei gleiche Praparate mit 
Nilblausulfat 1 : 5000, pH 4,8 (101 +0 II]), gefarbt. 

Durch die Brillantcresylblau-Praparate wird um 13.23 Uhr 
Stammpuffer n/15 durchgesaugt. Rapidfarbung der Vakuole erfolgt wie 
friiher, alle Zellsifte werden violett. Nun wird eines der Praparate mit 
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Vaselin eingeschlossen, ein zweites bleibt uneingeschlossen in feuchter 
Kammer, das dritte wird beobachtet. Nach 85 Minuten erscheint die Farbung 
der Zellsifte unveraindert. Nach 2 Stunden ist im Vaselinepraparat eine 
Xanthidium-Zelle entfarbt, eine blau statt violett gefarbt, einige haben die 
violette Vakuolenfarbung erhalten. Auch eine Micrasterias-Zelle erscheint 
graublau. 

Nach 2% Stunden werden die friiher beobachteten Zellen (an Hand 
einer kleinen Lageskizze) wieder aufgesucht: Die lebenden Zellen sind jetzt 
ganzlich entfarbt, u. zw. sowohl die drei Xanthidien (dazu drei wei- 
tere benachbarte) als auch die iiberlebenden Micrasterien. Nur dunkel- 
violette Membranwarzchen der letzteren sind gefarbt. (Getétete Zellen im 
Praparat sind an den braunorange gefarbten Oltrépfchen kenntlich.) 

Um 16.03 Uhr, das ist 2 Stunden 40 Minuten nach der Rapidfarbung, 
saugte der eine von uns 0,03% H,O, durchs Praparat, wihrend der andere 
beobachtete: Alle Zellsifte werden augenblicklich blau! Wahrend der wei- 
teren Beobachtung zeigt sich, da zwar etliche Zellen getétet worden sind, 
die iibrigen, iiberlebenden, aber intensiv gefarbte Zellsifte aufweisen. Die 
Farbe ist bei Xanthidium in einer Zelle kardinalviolett, in den iibrigen 
blauviolett. Bei der empfindlicheren Micrasterias iiberlebt ein kleiner An- 
teil der Zellen. Die Vakuolen sind diffusvioleti, nur eine ist blauviolett. Der 
Zellkern ist in den lebenden unsichtbar (in toten Zellen blau). Die Oltrépf- 
chen sind, stark lichtbrechend, sichtbar und farblos. 

Von einem mit Vaselin verschlossenen Praparat, das mit Hilfe des 
Phosphatmischpuffers n/15 (41+ 6III) rapid gefarbt worden war, wird, 
als alle Zellen entfarbt sind, um 17.51 Uhr der Vaselinring entfernt und 
0.3% H,O, durchgesaugt. Xanthidium armatum gewinnt sogleich seine 
schéne violette Zellsaftdiffusfarbung zuriick. Bei einer Micrasterias-Zelle 
stellt sich himmelblaue Vakuolenfarbung ein. 

Der Nilblauversuch wurde gleichzeitig gefiihrt. Eines der drei Pri- 
parate wurde mit einem Vaselinring verschlossen. Nach 3% Stunden wird 
durch ein unverschlossenes, in welchem Entfarbung der Zellen eingetreten 
ist, 0.3% H,O, durchgesaugt. Alle Zellen werden blau, Micrasterias geht 
allerdings sehr bald zugrunde. 

Das nichste Praiparat wird mit verdiinntem 0,1% H,O, behandelt und 
die am Versuchsbeginn beobachtete Zelle wieder aufgesucht. Bei Xanthi- 
dium kehrt die blaue Farbe zuriick, viele Zellen nehmen lichtgraublaue 
Farbe an. Eine Micrasterias-Zelle wird auch hellblau. Auch andere bei- 
gemengte Desmidiaceen (Staurastren u. a.) farben sich blau. 

Wiederum werden also die leeren, mit Nilblausulfat gefarbten, dann 
nach dessen Reduktion entfarbten Zellsafte mattblau und nicht violett. 

Die Farbunterschiede im Versuch mit Brillantcresylblau kénnten theo- 
retisch so verstanden werden, dafi dieses in gewissen Zellen schon bzw. noch 
reduziert und farblos ist, wahrend die beigemengte Nilblaukomponente 
noch violettblau gefarbt bleibt. So kénnte also die Mattblaufarbung bei 
Verwendung des Griiblerschen Brillantcresylblaus eine Phase des Reduk- 
tionsvorganges darstellen, bei der die Nilblauverunreinigung die mattblaue 
Farbung bestimmt. 
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Die beschriebene Rapidfarbung eréffnet mehrere methodische Méglich- 
keiten fiir zellphysiologische Studien: den Vergleich des Verhaliens ver- 
schiedener Arten, rasche Farbung von Zellsiften fiir Redoxstudien — schon 
Kiermayer hat ja gezeigt, da nur Zellen mit leeren, nicht auch solche 
mit vollen Zellsaften die Entfarbung durch Reduktion der Farbe zur Leuko- 
form beobachten lassen —, schlieBlich den raschen und kurzfristigen Ver- 
gleich der mit verschiedenen Farbstoffen oder Farbstoffgemischen am glei- 
chen Zellenmaterial erzielten Farbténe. 


V. Zusammenfassung 


1. Die Farbewirkung der Oxazinfarbstoffe Nilblau und Brillantcresyl- 
blau wird verglichen. Mit beiden firben sich volle Zellsafte in gleicher 
Weise blau bis griinblau. Dagegen fallt die Ilonenfarbung leerer Zellsafte 
bei Nilblau fast allgemein blau, bei Brillantcresylblau violett aus — eben- 
so die elektroadsorptive Farbung von Zellwanden. 

2. VeranlaRt durch die Beobachtung von Drawert und Metzner, 
daft die handelsiiblichen Brillantcresylblaupraparate wesentliche Mengen 
von Nilblau als Verunreinigung enthalten, werden (an Hochmooralgen) 
die Fiarbeschwellen in pH-gestuften Farbbadreihen nachgepriift. Der 
Umschlagspunkt liegt fiir Nilblau tiefer. Dementsprechend werden bei 
Anwendung von Brillantcresylblau-Reihen die Schwellen vielfach dadurch 
getriibt, da& in den untersten pH-Stufen, wo Farbung eintriti, diese durch 
die Nilblaukomponente bewirkt wird. 

3. Bekanntlich farbt Nilblau polar gebaute Lipoide blau, Neutralfette 
orangerot. Beim Verfolg der Nekrose von mit Nilblau gefarbten Algen- 
zellen zeigt sich nun, daf erst im Moment des Zelliodes das Nilblau mit 
orangebrauner Farbe von Reservefett-Tropfen aufgenommen wird; der 
Farbiibertritt in diese ist daher im zellphysiologischen Versuch als Todes- 
reaktion verwertbar. 

4. .Rapidfarbung“ leerer Zellsifte laRt sich erzwingen, indem man die 
Zellen zuerst kurz ({—2 Min.) in starkem (neutralem oder saurem) Farb- 
bad einer elektroadsorptiven Membranfarbung unterwirft und sodann 


=) alkalische Phosphatpufferlésung einwirken lat. Die Farbe 


wird dann rasch in die Zellsafte getrieben, die sich vital blau bzw. violett 
farben. 

5. Sind leere Zellsifte bei Sauerstoffmangel durch Reduktion der Farbe 
zur Leukoform entfarbt worden, so kehri, wenn man 0,1% H,O, durch die 
Praparate saugt, die Vakuolenfarbung fast augenblicklich zuriick. 


starke ( 
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1. Einleitung 


Die Wahl von Pflanzen extremer Standorte als Untersuchungsobjekte 
botanischer Forschung hat neben der blofen Feststellung deren Eigen- 
schaften meist zum Ziel, allfallige Besonderheiten ihrer Ausbildung mit 
den jeweils vorliegenden Milieufaktoren in Beziehung zu setzen, aus einem 


1 Habilitationsschrift zur Erlangung der Venia legendi an der Naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Freiburg (Schweiz). 
? Travail du Laboratoire de Biologie saharienne de Beni-Ounif No. 44 
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Vergleich mit den Verhiltnissen bei gemaRigten Umweltbedingungen die 
Abhiangigkeit bestimmter Qualitaten des pflanzlichen Organismus von den 
entsprechenden Aufenfaktoren zu erkennen und hierauf aufbauend einen 
vertieften Einblick in die allgemeinen Zusammenhiange der einzelnen Fak- 
toren fiir das Lebensgeschehen aller Pflanzen zu erhalten. 


Neben der eingehenden Priifung extremer Temperaturbedingungen 
(besonders der unteren Temperaturgrenze) galt das Interesse vornehmlich 
dem Wasserfaktor und speziell der Untersuchung von Pflanzen der 
Trockengebiete, wobei aufer den durch die bei solchen Objekten oft auf- 
tretenden xeromorphen Strukturen bedingten morphologischen Besonder- 
heiten speziell die mit den dkologischen Gegebenheiten zusammenhiangen- 
den Fragen Beachtung fanden (Wasserhaushalt, osmotischer Wert, z. B. 
Fitting 1911; Killian und Faurel 1936; Stocker 1928; 1954; As- 
similationshaushalt, z. B. Stocker 1954). 

Die hier mitzuteilenden Ergebnisse betreffen wohl erstmalig auch zell- 
physiologische Untersuchungen an Pflanzen trockener Standorte und gehen 
auf Beobachtungen zuriick, die wegen der kurzen zur Verfiigung stehenden 
Zeitspanne (Oktober bis Dezember 1951) in einem nur _ beschrankten 
Rahmen im Laboratoire de Biologie saharienne, Beni- 
Ounif, Sud-Oranais, Algerien, ausgefiihrt wurden. 


Die Oase Beni-Ounif, an der Bahnlinie Oran—Colomb-Béchar etwa 400 km 
siidlich der Mittelmeerkiiste in 825m ii. M. gelegen, befindet sich am Siidfuf des 
westlichen Teiles des Sahara-Atlas an der Grenze der Felswiiste am oberen Ende 
des Tales von Oued Zousfana. 

Ihre klimatischen Bedingungen (vgl. die ausfiihrlichhe Zusammen- 
fassung bei Rep p und Killian 1956, p. 127 f.) sind noch nicht so extrem wie in 
der an die Felswiiste im Siiden anschlieRenden Sandwiiste, deren am weitesten 
nach Norden vorgeschobene Diinen in diesem Teil der Sahara bis nach Colomb- 
Béchar, etwa 150km siidlich Beni-Ounif, reichen. Die jahrliche Niederschlags- 
menge liegt zwischen 50 und 100mm, wobei der gréfte Anteil auf die Haupt- 
regenzeiten in den Friihlings- und Herbstmonaten entfallt; mit einem Trocken- 
heitsindex von 2,26 (Capot-Rey 1951, p. 75) befindet sich Beni-Ounif noch in 
der mesoariden Zone. Hinsichtlich der Thermik bestehen kontinentale Verhilt- 
nisse, wobei im Winter die Mittelwerte der taglicien Temperaturminima um 
-++20C, im Sommer jene der Maxima um -+ 40°C liegen. Der starke Unterschied 
zwischen den Temperaturminima der Nacht und den Maxima des Tages betrigt 
im Herbst bei den Monatsmitteln bis gegen 159C und néhert sich damit den in der 
Zentralsahara beobachtbaren Werten. 

Uber die Sonneneinstrahlung liegen fiir die Herbstmonate keine ge- 
nauen Angaben vor: sie erreicht im Friihjahr etwa die Gréfe von 1,3 cal/min. cm? 
(Repp und Killian 1956, p. 131). Die Lichtintensitat ist, besonders fiir ihren 
photochemisch wirksamen kurzwelligen Anteil, durch den Staubgehalt der Luft- 
schicht geschwacht (vgl. Rickli und SchréGter 1912, p. 50). 

Die Winde, welche zur starken Austrocknung wesentlich beitragen, zeigen 
cine relativ groBe Starke und Hiaufigkeit. Wahrend in den Morgenstunden an etwa 
der Halfte aller Tage Windstille herrscht, ist dies mittags oder abends nur zu 
etwa einem Drittel der Fall. Sandstiirme, die im Friihjahr die gré8te Haufigkeit 
besitzen, treten im April durchschnittlich dreimal auf; sie sind in der zweiten 
Jahreshalfte relativ am seltensten. 
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Die Bodenbeschaffenheit an nichtkultivierten Standorten zeigt wegen 
des iiberwiegend zutage tretenden nackten Gesteins, das vielfach durch Triimmer 
verschiedenster Gréfe bedeckt ist, eine nur geringe Vielfalt. In den Felsspalten 
sowie im Windschatten von Steinen und unter gréReren Gewachsen entstehen mehr 
oder weniger erhebliche Ansammlungen des sich durch die Erosion bildenden San- 
des. Diese machen mit der Besiedlung durch héhere Pflanzen und die daraus meist 
folgende Vermehrung der bakteriellen Bodenflora (vgl. Killian 1940, p. 63; 
Vargues 1952, p. 322) eine weitere Verwitterung durch, wobei der Bewuchs 
haufig noch zu einer Zunahme dieser Bodenbildung beitrigt. 

Der durch den raschen Wasserablauf in kleinen Mulden angeschwemmie san- 
dige Lehmboden zeigt stellenweise salzige Abscheidung in Form weifer Anfliige 
und ist dann besonders von Halophyten besiedelt. 

Die Flora der Umgebung von Beni-Ounif besteht aus Elementen dreier 
Florengebiete, welche sich hier iiberschneiden: Die marokkanische Flora im Nord- 
westen, jene des Sahara-Atlas im Norden und schlieBlich die Flora der eigent- 
lichen Sahara im Siiden. Die Pflanzendecke ist sparlich und besitzt typischen 
Steppencharakter, wobei als Wuchsformen haufig immergriine Dornstraiucher und 
dem Boden eng anliegende Rosettenpflanzen zu finden sind. Im Orte selbst herr- 
schen neben den vom Menschen genutzten Arten Ruderalpflanzen vor. 


Salzresistenz. Innerhalb der Bestrebungen zur Feststellung von 
Qualitatsunterschieden lebenden Plasmas leisten Resistenzuntersuchungen 
einen besonderen Beitrag (vgl. Levitt 1956), handelt es sich hier doch 
darum, die Widerstandsfahigkeit des Plasmas gegeniiber quantitativ und 
qualitativ meist genau definierten Milieubedingungen zu erfassen, wobei, 
solange exakte Angaben des Grades der Schidigung, wie sie sich etwa aus 
der Anwendung thermodynamischer Betrachtungen (vgl. Jung 1956) er- 
warten liefen, fehlen, mit Hilfe bestimmter Kriterien die Gréfe der Re- 
sistenz festgestellt wird. Zum Vergleich kann bei gleich langer Ein- 
wirkungsdauer die Intensitat oder Haufigkeit des Auftretens gewisser, meist 
leicht beobachtbarer Veranderungen oder die Zeitspanne bis zum Erreichen 
eines bestimmten Verfalles dienen. Als ein solcher kénnen bei der einzelnen 
Zelle gewisse nekrotische Veranderungen (z. B. Exosmose. Verlust der 
Speicherungsfahigkeit von Vitalfarbstoffen, I] jin 1935, p. 410) angesehen 
werden, wobei stets zu beachten ist, da die einzelnen lebenden Zell- 
bestandteile zu verschiedenen Zeitpunkten absterben kénnen (vgl. Le- 
peschkin 1937, p. 3). 


Je nach den bei Resistenzversuchen zu priifenden Milieubedingungen. 
z. B. Trockenheit, Frost, Insolation oder chemische Agenzien, lat sich 
zwischen ,6kologischen* und,nicht umweltbezogenen kon- 
stitutionellen*“ Resistenzen unterscheiden. Bei ersteren handelt es 
sich um eine Widerstandsfahigkeit gegen einen Faktor des natiirlichen 
Standortes der betreffenden Pflanze, der extreme Werte angenoémmen hat, 
bei letzterer um eine solche gegen Einfliisse oder Stoffe. .die in der Natur 
nie oder nur héchst selten in solcher Starke vorkommen, daft eine besondere 
Resistenz gegen sie fiir das Leben der Pflanze von Bedeutung werden 
kénnte* (Bie bl] 1947, p. 147; 1949). Allgemein kann sich dabei die Priifung 
der Resistenz nur auf die Beobachtung bestimmter Zellen des Objekts 
beschranken. Die Untersuchung lat sich aber auch auf Pflanzenorgane 
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und -teile, Gewebe oder die Pflanze als Ganzes ausdehnen, wobei sich dann 
meist Resistenzgradienten zeigen [vgl. Child 1916; Hé fle r 1942, p. (103); 
Gicklhorn 1956; Lit: Reuter 1955, p. 98]. Durch verfeinerte Beob- 
achtung und Erfassung des Zusammenwirkens der differenten Schadigungen 
der einzelnen Zellkomplexe lassen sich Beitrage zur Atiologie der am 
Gesamtorganismus makroskopisch festzustellenden Alterationen beim 
Uberschreiten der Resistenzgrenze erwarten und vielleicht auch Hinweise 
zur Analyse komplexerer ékologischer Eigenschaften, wie z. B. der Diirre- 
resistenz {im Sinne von Maximov 1929, p. 246; [ljin 1930, p. 383; 
Hoéfler 1942, p. (94); vgl. hingegen Stocker 1956, p. 696f.], gewinnen. 

Die Widerstandsfahigkeit gegeniiber Aufeneinwirkungen ist keines- 
wegs konstant, sondern kann von verschiedenen duferen und inneren 
Bedingungen sowie der Vorgeschichte abhangen, wobei die genauere 
Analyse dieser Verhaltnisse Gegenstand besonderer Untersuchungen ist 
(z. B. Erhéhung der Frostharte ganzer Triebe: vgl. Pisek 1950, p. 134; 
Trockenhartung des Plasmas: Héfler 1950, vgl. Abel 1956; Anderung 
der chemischen Resistenz des Plasmas: Bieb] und Rossi-Pillhofer 
1954; Alter des Individuums sowie Jahreszeit: Pisek und Larcher 
1954, p. 36; Rep p 1957) und auch Korrelationen erkennen lie# (Austrock- 
nung und Frost: Pisek und Larcher 1954; Lewitt 1956). 

Chemische Resistenzen wurden bereits verschiedentlich untersucht 
(Lit: Reuter 1955, p. 11); in letzter Zeit trat besonders die Resistenz 
des Plasmas gegeniiber Schwermetallsalzen in den Vordergrund (Lit.: Url 
1956, p. 768). Von speziellem Interesse ist auch die Priifung der Schidlich- 
keit von Alkali- und Erdalkaliionen und deren Mischlésungen, wobei hin- 
sichtlich der 6kologisch besonders interessanten Gruppe der Halophyten 
als Salzresistenz des Protoplasmas ,,zunachst ganz allgemein die Resistenz 
des Protoplasmas gegen hohe innere Konzentration von Salzen verstanden 
werden soll* (Repp 1955, p. 2). Die hauptsichlich auf ihre kolloid- 
chemische Wirksamkeit zuriickgehende unterschiedliche Giftigkeit der 
Einzellésungen (vgl. Osterhout 1922a, p. 281 f.; Lit.: Kaho 1926) und 
die geringe Toxizitat von Mischlésungen fiir das Plasma (Lit.: Rubin- 
stein 1928; Héber 1947, p. 334) ist schon ausfiihrlich gepriift und lat 
sich z. B. an den fiir das Auftreten von Kappenplasmolyse erforderlichen 
Bedingungen (Hi fler 1939) eindriicklich demonstrieren. 

Iljin (1932, p. 362) hat gezeigt, daR das Plasma der Halophyten in 
seinem Resistenzverhalien gegeniiber jenem der Glycophyten ausgezeichnet 
ist, indem es reine Alkalisalzlésungen zu ertragen vermag, wahrend Glyco- 
phyten durch solche getétet werden und nur in durch Ca-Zusatz enigifteten 
Loésungen iiberleben (vgl. H6fler und Weixl-Hof mann 1939, p. 420). 
Wie besonders in einer in Druck stehenden Arbeit von Rep p (1955) dar- 
gelegt wird, bestatigt die moderne Auffassung, daf bei der Salzresistenz 
der Halophyten eine Plasmaresistenz und nicht eine von anderen Faktoren, 
wie z. B. dem besonderen Wasser- oder Stoffhaushalt solcher Pflanzen ab- 
haingige Widerstandsfahigkeit, vorliegt. 

Die Priifung von Pflanzen trockener Standorte hinsichtlich ihrer Re- 
sistenz gegeniiber Alkalisalzen war deshalb insofern von Interesse, als sich 
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aus dem Vergleich dieser Plasmaeigenschaft vielleicht Hinweise auf die 
Beziehung zwischen Xerophyten und Halophyten zu erkennen geben. 


Die Ausbildung einer chemischen Resistenz kann nach Héfler (1954, p. 429) 
auf zwei verschiedenen Ursachen, namlich der Undurchlassigkeit des Plasmalemmas 
oder der Unempfindlichkeit des Mesoplasmas gegeniiber den eindringenden 
Stoffen, beruhen. Durch die Annahme einer Konzentrationsabhingigkeit dieser 
beiden Komponenten und ihrer je nach Zellart unterschiedlichen Gréfe lassen sich 
die experimentellen Befunde theoretisch interpretieren (vgl. Url 1956, p. 787 f.). 
Diese hauptsachlich aus den Untersuchungen mit stark schidigenden Lésungen 
entwickelten Ansichten scheinen prinzipiell auch fiir die wohl wesentlich schwacher 
alterierenden Alkalisalzlésungen zuzutreffen, wobei allerdings das Plasmalemma 
auch noch bei den meist angewandten hypertonischen Konzentrationen keine Un- 
durchlassigkeit auszubilden vermag, was einen grundsaizlichen Unterschied gegen- 
iiber den bei Schwermetallsalzen gefundenen Verhiltnissen darstellte (vgl. Url 
1956, p. 789). Die Alkalisalze sind hinsichtlich ihres Einflusses auf Lebensdauer 
der Zellen (vgl. Iljin 1935; v. Eiselsberg 1937) und Permeabilitat (vel. 
Weixl-Hoffmann 1930; Lit: v. Eiselsberg 1937, p. 534f.) untersucht. 
Die Durchlassigkeit des Plasmamantels fiir Alkalisalze wird durch diese selbst 
nicht verandert, sofern sie keine Kappenplasmolyse, bei welcher sich die Permea- 
bilitaét stark erniedrigt, bewirken (vgl. Hé6fler 1939, p. 567). 


Nekrobiotische Alterationen. Dienen bei den Resistenz- 
untersuchungen letztlich bestimmte Stadien nekrotischer Veranderungen 
als Indikator zur Erfassung unterschiedlicher Plasmaeigenschaften, so kén- 
nen solche auch, wenn allerdings oft nicht in quantitativer Weise, durch 
den Vergleich der an den mikroskopisch erfafbaren Zellstrukturen auf- 
tretenden verschiedenartigen Anderungen, deren Ablauf und _ Intensitit, 
erschlossen werden. 

Bei der Beobachtung der lebenden Zelle wurden stets neben der unter 
normalen Aufenbedingungen erfolgenden Cytogenese auch jene Aspekte des 
Zellinhaltes kennengelernt, die sich nach dem Ubergang zu im natiirlichen 
Milieu nicht realisierten Umweltsbedingungen zeigen, wobei aus dem 
Unterschied zwischen normalem und pathologischhem Verhalten meist 
weitere Hinweise fiir die Analyse der Zelleigenschaften folgen. Aber auch 
die Priifung der Wirkungen, die verschiedene Dosierungen von Dauer. 
Intensitat oder Qualitat der abweichenden Milieubedingungen sowie deren 
feinere Abstufungen auf die Auslésung, Starke und Art der betreffenden 
pathologischen Alteration besitzen, fiihrt zu zusitzlichen Einblicken. 

Die zahlreichen cytomorphologischen Ergebnisse solcher Untersuchun- 
gen, die in ihrer Vielfalt eindriicklich die grofe Variationsbreite zellularen 
Reaktionsvermégens und die Verschiedenartigkeit der applizierten Milieu- 
anderungen erkennen lassen, wurden wiederholt zusammengefaft dar- 
gestellt (vgl. Kiister 1929, 1956) und zeigen meist eine deutliche Be- 
ziehung zwischen Umweltsfaktoren und cytomorphologischer Alteration, 
wenngleich die Streuungen und Abweichungen hier starker als auf ande- 
ren Gebieten biologischhen Experimentierens hervortreten kénnen. 

Bleiben bei bestimmten Aufeneinwirkungen die auf diese zuriick- 
gehenden pathologischen Anderungen demnach auch gut reproduzierbar, 
so liegen oft nur geringe Einblicke in die Atiologie und die Kausalkette der 
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einzelnen Teilschritte, die zu den morphologischen Alterationen fiihren, vor. 
Eine eingehende Klarung dieser Verhiltnisse ist wohl erst zu erwarten, 
wenn es gelingt, verfeinerte physikalische und chemische experimentelle 
Methoden zu entwickeln, welche die Elemente einer bestimmten Zelle, ins- 
besondere einzelne Bereiche des Cytoplasmas gesondert zu bearbeiten 
gestatten. 

Unter den lebenden Zellbestandteilen, die zu einer Anderung ihres 
Volumens, ihrer Gestalt oder Struktur besonders befahigt sind, ist in erster 
Linie das Cytoplasma zu nennen. Es zeigt speziell in ausdifferenzierten 
Zellen nach plasmolytischem Wasserentzug mit teilweiser Freilegung des 
Plasmamantels von der Membran eine hohe Zahl von Neubildungen und 
Deformationen, die sich z. B. als Plasmafaden, Plasmaverlagerungen 
(bes. Systrophe, vgl. Germ 1932), Plasmaaufquellungen oder an den Um- 
formungen der auferen oder inneren Plasmaabgrenzung beschreiben lassen. 
Diese Phanomene sind teils die Folgen einer rein physikalischen Ein- 
wirkung des Plasmolysevorganges (Wasserentzug, Auftreten einer Zugspan- 
nung am Plasmawandbelag in Richtung zum Zellinnern hin), teils ergeben 
sie sich als Resultate des Zusammenwirkens der physiko-chemischen Quali- 
taten von Objekt und angewandter Aufenlésung (Viskositat, aufquellende 
bzw. verfestigende Wirkung gewisser Ionen auf das Plasma) und sind, 
vornehmlich in letzterem Falle, fiir die Beurteilung der Plasmaeigen- 
schaften und deren Erklarungsversuche von Bedeutung. 

Qualitatsunterschiede des Cytoplasmas lassen sich aus solchen Versuchen 
immer dann folgern, wenn bei gleichen Aufenbedingungen, insbesondere 
gleichem Plasmolytikum, im Laufe der Plasmolyse bei den Protoplasten 
der einzelnen Versuchsobjekte ein abweichendes Verhalten zu beobachten 
ist, und umgekehrt aft sich bei gleichem Objekt und verschiedenartigen 
Plasmolytika aus den Unterschieden bei der Plasmolyse auf solche in den 
physiko-chemischen Wirkungen auf das Cytoplasma schliefen. Freilich sind 
hiebei auch bei gleichartigem Material in den resultierenden cytomorpho- 
logischen Veranderungen der einzelnen Zellen gro&e Abweichungen zu er- 
warten, so daff sich deutliche Zusammenhange nicht immer zu erkennen 
geben. Trotzdem bleiben solche Versuche yon hohem Interesse, weil es da- 
bei gelingt, eine oft charakteristische Aufeinanderfolge der pathologischen 
Alierationen zu erkennen sowie gelegentlich neuartige, bisher noch nicht 
beschriebene cytoplasmatische Verainderungen zu beobachien und ein Ge- 
samtiiberblick iiber die Méglichkeiten der solcherart bewirkten Wechsel von 
Volumen, Form und Struktur des Cytoplasmas einer Zelle von allgemeiner 
Bedeutung zu sein scheint. 


2. Material und Methode 


Von den in Beni-Ounif noch relativ zahlreichen Arten der Bliiten- 
pflanzen wurden die folgenden vier als fiir die hier anzuwendende Methode 
besonders geeignet befunden: 

Carduncellus eriocephalus Boiss., eine in Siidalgerien bis Palastina be- 
heimatete Composite der Wiisten-Weidegebiete mit eng dem Boden an- 
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liegender Blattrosette von durchschnittlich bis zu 20 cm Durchmesser, dem 
Habitus von Taraxacum entsprechend und ohne typisch xeromorphe Struk- 
turen. 

Zilla macroptera Coss. et Dur. (Cruciferae; bei Stadelmann 1952 
als Z. spinosa angegeben), in den Steinwiisten Marokkos, der Siidsahara 
und Tripolitaniens vorkommend, ein bis ca. 1% m hoch werdender, trocken- 
kahler Halbstrauch mit assimilierenden Sprofdornen. 

Zollikoferia arborescens DC. Prod. (syn. Launaea arborescens Batt.), 
eine auf tonigen und steinigen Wiisten sowie Meeresklippen auftretende 
Composite mit weitem, bis nach Siidspanien reichendem Verbreitungs- 
gebiet, ebenfalls einen blattlosen Dornstrauch bildend. 


Peganum Harmala L. (Zygophyllaceae), ein trockene Abhange und 
Schutt bevorzugendes, nitrophiles, im ganzen Mittelmeergebiet beheimatetes, 
in Algerien erst von den Hochplateaus ab vorkommendes, mehrjahriges 
Kraut mit unregelmaftig vielspaltigen, unbehaarten Blattern ohne jegliche 
xeromorphe Strukturen, die bei Nitrophilen trockener Standorte ja meist 
immer fehlen (Killian und Lemée 1956, p. 818). 


Unmittelbar vor Beginn der Versuche wurden von Carduncellus und Peganum 
ganze Exemplare, von Zilla und Zollikoferia Achsenabschnitte in der niheren oder 
weiteren Umgebung des Ortes eingesammelt und Flachenschnitte an der Blatt- 
basisoberseite (Carduncellus), der Blattunterseite (Peganum) bzw. an den zwi- 
schen den Sprofdornen liegenden Hauptachsen-Abschnitten (Zilla, Zollikoferia) 
angefertigt und in das Vorplasmolytikum (Glucose) eingelegt. Dessen Konzentra- 
tion wurde bei jedem Objekt so gewahlt, daf sich stets ein Plasmolysegrad von 
etwa 0.7 einstellte, wobei meist noch Zwischenstufen eingeschaltet wurden (Cardun- 
cellus: iiber 0.7m in 1,0m; Zilla: direkt in 1,0 m; Zollikofiera: iiber 1,0m in 1,5 m; 
Peganum: iiber 1,0m in 2,0m). Dadurch bleibt der Einflu& des osmotischen Wasser- 
entzuges auf die Zellen in allen Fallen etwa gleich stark, wohingegen natiirlich bei 
der Beurteilung der Intensitaét der schidigenden Wirkung fiir die einzelnen L6- 
sungen ihre Konzentrationsverschiedenheit zu heriicksichtigen ist. 

Nach dem Erreichen der perfekten Plasmolyse wurden mindestens je zwei 
Schnitte gleichzeitig in Flischchen mit eingeschliffenem Glasstopfen in annihernd 
isotonische Lésungen von NaCl, KCl und CaCl, (bei Peganum auch einer Mischliésung 
NaCl + CaCl,) eingebracht. In Intervallen von ca. 6 bzw. 12 Stunden wurden die 
Schnitte in ihrer Salzlésung jeweils auf einen Objekttrager gelegt und mikrosko- 
pisch beobachtet. 

Die verwendeten Substanzen (Salze und Glucose) besafen den Reinheitsgrad 
pro analysi*. Als Lésungsmittel fiir die meist gewichtsmolar angesetzten Lésungen 
(x mol Substanz zu 1000cm* Wasser) stand im Laboratorium in Kupfergefafen 
hergestelltes einfach destilliertes Wasser zur Verfiigung. 


Die Auswertung erfolgte an den Epidermiszellen und gelegentlich an 
den Stomatazellen, indem bei den Resistenzuntersuchungen als quantita- 
tives Kriterium fiir die Starke der Schadigung, welche die einzelnen Zellen 
durchschnittlich erfahren, der stets durch Schatzung ermittelte Prozentsatz 
iiberlebender Zellen nach bestimmter Einwirkungsdauer der Lésungen galt. 
Als Anzeichen des Zelltodes wurde hier die Tonoplastenbildung oder, falls 
diese unterblieb, die véllige Koagulation bzw. Desaggregation des Proto- 
plasten, verbunden mit dem Platzen der Vakuole, gewertet. 
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Die Zeitdauer bis zum Eintreten des Zelltodes hat bereits Brenner 
(1920, p. 283) als Indiz fiir die Gréfe der Schadigung herangezogen, und 
auch I ljin (1932, p. 362) wahlte sie hiezu bei Schnitten, die nach gewissen 
Zeitintervallen in eine immer héhere Konzentration der betreffenden Salz- 
lésung gelangten. Spatere Autoren arbeiteten hauptsachlich mit Parallel- 
reihen von Lésungen verschieden abgestufter Konzentrationen, wobei man 
nach gleich langer Zeitdauer (z. B. 24 oder 48h) entweder nur dtejenige 
Konzentration suchte, in welcher alle Zellen Nekrose zeigten, oder, wie dies 
meistens erfolgte, in mehreren Konzentrationsstufen auch der Prozentsatz 
der noch lebenden Zellen schatzte (vgl. Iljin 1935, p. 410; Biebl 1947, 
p. 149, und spatere Arbeiten). 

Bei einer allgemeinen Auswertung der Resultate bleibt stets zu beachten, 
daf das Plasma der Epidermiszellen wohl kaum das gleiche durchschnitt- 
liche Verhalien wie dasjenige der im Inneren des Pflanzenkérpers gelegenen 
Zellen zeigen wird (z. B. Permeabilitatsunterschiede: Url 1952). 

Da bei den Salzlésungen nur jene Konzentrationen gewahlt wurden, die 
beim betreffenden Objekt eine ausreichende Kontraktion des Protoplasten 
hervorrufen, lie sich das Vorkommen (I1]j in 1935) oder Ausbleiben (vgl. 
Url 1955, p. 221) von ,,Todeszonen*, wie sich dies aus Versuchen mit einer 
gréReren Zahl von Konzentrationsstufen zu erkennen gibt, nicht erfassen. 

Hinsichtlich der Alteration des Protoplasten blieben neben Plasmolyse- 
ort und -form besonders die Veranderungen des Cytoplasmas, welche sich 
an den jeweils noch iiberlebenden Zellen beobachten lieRen, bemerkenswert. 
Hiebei konnte, da ja jedes Objekt in die gleiche Reihe verschiedener Salz- 
lésungen gelangte, sowohl der Einfluf verschiedener Kationen gepriift wer- 
den als auch ein Vergleich des Versuchsmaterials in seinem Verhalten 
gegeniiber den einzelnen Lésungen erfolgen. 


‘ 


3. Beobachtungsergebnisse 


Die Angabe der als Einzeldaten zweifellos mit gewissen individuellen 
Abweichungen gegeniiber einem durchschnittlichen Verhalten behafteten 
Groen ist hier vor allem deshalb von Interesse, weil einerseits nur wenige 
Zeitangaben fiir das Eintreten der verschiedenen Veranderungen, die der 
Zellinhalt bei langdauernder Plasmolyse erfahrt, vorliegen und andererseits 
sich erst hieraus die feineren Unterschiede in der Wirkung der einzelnen 
Salzlésungen deutlicher zu erkennen geben. Die angefiihrte Zeitdauer ist, 
wenn nicht anders angegeben, stets vom Ubertragen des Schnittes in die 
Salzlésung an gerechnet. 


a) Carduncellus eriocephalus 


1. Lebensdauer und Volumanderung 
0.7m NaCl: In etwa vier Tagen sterben alle Epidermiszellen ab, wobei 
der Protoplast nach der plasmolytischen Kontraktion das erreichte Volumen 
bis zu seinem Tode, der sich durch die Plasmakoagulation deutlich zu er- 
kennen gibt, beibehalt; nach ca. 50h ist nur noch die Halfte der Zellen am 
34* 
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Leben, und um diesen Zeitpunkt setzt auch der Absterbevorgang durch 
Koagulation am starksten ein, ohne daf es vorher zur Ausbildung von Tono- 
plastenstadien kommt. 

Die Stomatazellen zeigen demgegeniiber ein abweichendes Verhalten: 
Ihr Protoplast dehnt sich meist nach kurzer Zeit (ca. 7h) wieder aus, und 
ihr Tod durch Desaggregation tritt in der Schnittmitte bereits nach 50 h ein, 
wahrend am Schnittrand dieser Vorgang schon nach etwa 20 h beginnt. 

0.7m KCl: Nach 10h noch alle Epidermiszellen lebend, nach 20 h bereits 
20 Prozent tot (die Angabe von 50h bei Stadelmann 1952, p. 334, ist 
auf diesen Wert zu korrigieren), nach ca. 2 Tagen nur noch 5 Prozent 
intakt, und nach ca. 3 Tagen alle Zellen abgestorben; dabei entmischt sich 
das Plasma im kontrahierten Zustand ohne vorherige Wiederausdehnung 
oder Tonoplastenbildung. 

Die Stomatazellen sterben bis auf wenige bereits nach ca. 2—7h ab, wo- 
bei zuvor meist eine Riickdehnung erfolgt. 

0.7m CaCl,: Nach ca. 3—4 Tagen nur einige Epidermiszellen, erst nach 
4% Tagen eine gréfere Zahl abgestorben und auch nach iiber 5 Tagen 
immer noch ca. 20 Prozent lebend, ohne daf Tonoplastenstadien auffallen. 
Der Plasmolysegrad erfahrt auch nach ca. 12h keine Anderung gegeniiber 
jenem zu Beginn der Salzplasmolyse. 

Die Stomatazellen zeigen am Sdchnittrand schon nach ca. 76h Deplasmo- 
lyse und sterben zum Teil bereits ab. Nach ca. 4% Tagen sind alle Schlief- 
zellen zuriickgedehnt und nach 5 Tagen wohl alle tot. 


2. Plasmolyseort und Plasmolyseform 


Weder bei den Epidermis- noch bei den Stomatazellen fielen bevorzugte 
Plasmolyseorte auf. 

1,0m Glucose: Schon nach zweistiindigem Liegen laBt sich bei einzelnen 
Schnitten in den Epidermiszellen der Endplasmolysezustand feststellen, 
doch verziégert sich dieser in anderen Fallen bis gegen 10h. 

0.7m NaCl: Der gute Rundungszustand der Protoplasten bleibt nach 
dem Ubertragen der Schnitte erhalten, doch beginnen sich bei einzelnen 
Zellen leichte sphiarische Auswélbungen zu zeigen, welche an die Formen 
der Kerbplasmolyse (vgl. Héfler 1918, p. 155) erinnern und dadurch zu 
entstehen scheinen, daf sich lings der Protoplastenoberflaiche Plasmafaden 
ausbilden, zwischen welchen die Protoplastenhaut leicht vorgestiilpt heraus- 
tritt; ca. 6h nach dem Einlegen verschwinden diese Ausbuchtungen meist 
wieder, und die dann noch iiberlebenden Zellen behalten die ideal konvex 
gerundeten Protoplasten bis zum Tode bei. 

0,7 m KCI: Die ideal konvexe Rundung der Protoplasten der Epidermis- 
zellen ist meist gleich nach dem Ubertragen zu beobachten und bleibt bis zu 
deren Tod erhalten; die spharischen Auswélbungen entstehen weniger 
haufig und treten iiberwiegend schon nach ca. 2h zuriick. 

0.7m CaCl,: Die Protoplasten der Epidermiszellen und Stomatazellen 
sind meist gleich nach dem Einlegen ideal gerundet und behalten ihre 
Form bis zum Absterben bei. Sphiarische Auswélbungen an den Protoplasten 
der Epidermiszellen waren nur selten zu beobachten, und in einem Falle 
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schien eine solche auch ohne abgrenzende Plasmafaden entstanden zu sein. 
Umgekehrt sind solche lings der Protoplastenoberflache zu beobachten, ohne 
da sich zwischen ihnen Auswélbungen zeigten. 


3. Alterationen des Cytoplasmas 


0.7m NaCl: Nach ca. 3h bilden sich in den Epidermiszellen lings der 
Protoplastenoberflache an den Kuppen Plasmastrange aus, und es 
laRt sich eine stets auf der den subepidermalen Zellen zugewandten Seite 
des Plasmamantels liegende Stelle mit granuliertem Plasma be- 
obachten. Nach weiteren ca. 3h treten die Plasmastrange zuriick, und die 
Granulation wird deutlicher sichtbar. Sie hat sich bei einzelnen Zellen an 
beliebige Stellen des Protoplasten verlagert, und die kérnigen Strukturen 
befinden sich in einer verhaltnismaRig grofen Menge gequollenen, hya- 
linen, systrophisch angehauften Grundplasmas, welches wahrscheinlich auch 
den Kern enthalt und, wenn es an den freien Kuppen liegt, sich als Pro- 
laps vorwolbt. Die kérnige Struktur kann sich aber auch giirtelf6rmig um 
den Plasmaschlauch anordnen (vgl. Zonensystrophe, Germ 1932, p. 588), 
in anderen Zellen noch nach ca. 3 Tagen an ihrer Innenwand lokalisiert 
bleiben oder sich nach ca. 45h wieder auflésen, wobei die Kérnung dann 
regelmafRig iiber die ganze Oberflache des Protoplasten verteilt ist. Die 
Granula dieser Zone zeigen haufig BMB, scheinen nach ca. 30h teilweise 
an Gréfe zuzunehmen und erhalten dann den Aspekt von kleinen Fett- 
vakuolen. 

In einem Falle wurde bereits nach 27 min eine leichte Quellung 
der Plasmakuppen beobachiet, und bei einem méglicherweise etwas ge- 
schadigten Schnitt zeigte sich schon nach ca. 7h eine starke Kappenplasmo- 
lyse, meist verbunden mit einer Zunahme der Granulation. Sonst setzt die 
Quellung nach etwa 20h zunachst nur schwach ein, wobei das gequollene 
Plasma hyalin durchscheinend ist und einzelne Kérnchen, die sich manchmal 
in lebhafter BMB befinden, beinhalten kann. Tonoplastenbildung lie& sich 
nur selten beobachten. Nach ca. 2% Tagen zeigen die wenigen iiberlebenden 
Zellen keine Quellung des Plasmas mehr und bleiben bis zu ihrem Ab- 
sterben stets ungequollen. 

Nach ca. 50h sind im Vorraum zwischen Plasmakuppe und Zellquer- 
wand 6fters hyaline Plasmakugeln zu sehen, und die Anzahl der 
Zellen mit solchen Bildungen nahm 12h spater noch zu, wobei die Proto- 
plasten teils gequollene, teils ungequollene Plasmakuppen besafen. In 
einem Falle konnte eine abgegliederte Plasmalinse an einer gequollenen 
Kuppe beobachtet werden. Die Haufigkeit der Ablésung von Plasmakugeln 
nimmt nach ca. 3% Tagen wieder ab, und es ist auffallig, da nach 
ca. 4 Tagen und spater in den wenigen dann noch lebenden Zellen nirgends 
solche Plasmakugeln beobachtet werden konnten. Ihre Ausbildung scheint 
also mit einer starken Herabsetzung der Vitalitat der betreffenden Zelle 
einherzugehen. 

0.7m KCl: Plasmastrange lings der Protoplastenoberflache sind 
bereits nach etwa 2h zu beobachten; etwas spater war die Protoplastenober- 
flache bisweilen auch schwach gefeldert. Nach ca. 8h entstehen im Plasma, 
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meist unter der Zellauenwand, schaumige Strukturen, wahrend 
sich kérnige Gebilde erst nach etwa 18h in starkerem Mafe zeigten. Nach 
ca. 1% Tagen tritt die Felderung zuriick und die Plasmastrange verschwin- 
den. Auch die schaumige Struktur wird seltener, und es bleiben nur noch 
die Granula erhalten, die sich meistens auf eine einzige Stelle an der 
Protoplastenunterseite konzentrieren und oft den Eindruck kleiner und 
kleinster Vakuolen machien. 

Die Konturen der meist ideal gerundeten Protoplastenkuppen waren 
schon nach ca. 1% h nicht mehr glatt, sondern zeigten kleine Unregelmafig- 
keiten in ihrem Verlauf, die wohl auf lokal begrenzte, noch unter der direk- 
ten Erkennbarkeit liegende Dickenunterschiede der Plasmahaut hindeuten. 
Diese UnregelmaRigkeiten der Konturen bleiben bei allen 
Zellen bis zu ihrem Absterben unverandert erhalten. Bei einzelnen Proto- 
plasien waren Hechtsche Faden zu beobachten. 

Quellung konnte erst nach ca. 52h bei mehreren der noch iiberleben- 
den Zellen beobachtet werden, doch ist sie 6h spater an den nur noch ver- 
einzelt vorhandenen lebenden Zellen nicht mehr festzustellen. Die Ablésung 
hyaliner Plasmakugeln erfolgt bisweilen nach ca. 65h und wird spater 
wieder eingestellt. Die Plasmagebilde sind aber wesentlich kleiner als bei 
den in NaCl liegenden Schnitten. 

0.7m CaCl,: Plasmastrange, die dann eine leichte Felderung der 
Protoplastenoberflache bewirken konnten, traten nur vereinzelt nach ca. 3h 
auf, bildeten sich nach ca. 2 Tagen zuriick und waren in einigen Zellen 
nach ca. 4 Tagen neuerlich festzustellen. Die Granulation ist wieder 
auf eine Stelle an der Zcllunterseite im Protoplasma konzentriert. Diese 
Granulaansammlung kann aber nach ca. 22h auch an die Plasmakuppen 
zu liegen kommen, wo dann eine prolapsartige Auswélbung des Plasmas, 
in welcher sich die Kérnchen zum Teil in lebhafter BMB befinden, ent- 
steht. Das Plasma ist sonst véllig hyalin, und erst nach ca. 4% Tagen er- 
folgt in den iiberlebenden Zellen die Ausbildung von hellgriinen bis dunkel- 
braunen Entmischungsvakuolen, die verhalinismafig gro werden kénnen 
und dem Absterben der beireffenden Zelle wohl unmitielbar vorangehen, 
da sie in den toten Zellen neben dem granulierten Plasma deutlich zu 
erkennen sind. Die Protoplastenkuppen bleiben stets glatt und zeigen 
keine Unregelmafigkeiten ihrer Konturen. In einzelnen Zellen vermégen 
sich Hechtsche Faden bis nach ca. 30h zu erhalten. 

Eine Quellung der Protoplastenkuppen oder die Ablésung 
hyaliner Plasmakugeln ist nirgends zu beobachien. 


b) Zilla macroptera 


Die dicke AuSenmembran der Epidermiszellen und ihre starke Cuticula- 
oder Wachsschicht erschweren eine eingehendere Beurteilung, da z. B. eine 
nur schwache grenzplasmolytische Abhebung des Protoplasten kaum zu 
erkennen ist. 

1. Lebensdauer und Volumanderung 


0.7m NaCl: Die Zellen deplasmolysieren nach ca. 30h, und schon nach 
etwa 62h sind ihre Protoplasten meist koaguliert. 
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0.7m KCl: Nach 3h noch keine abgestorbenen Zellen zu finden; die 
meisten Protoplasten beginnen sich nach ca. 15h wieder auszudehnen, 
und bis 60h stirbt die Mehrzahl der Zellen, ohne da& Tonoplasten ent- 
stehen, ab, wobei sich das Plasma von der Wand neuerlich loslést und in 
der Zellmitie koaguliert, die Form der Zelle wahrend. 

0,7m CaCl,: Nach ca. 2—14h sterben einige Protoplasten ab, aber erst 
in ca. 40h ist etwa ein Viertel aller Zellen tot, welcher Bruchteil sich auch 
in ca. 3% Tagen, zur Zeit der letzten Protokollierung, noch nicht wesent- 
lich erhéht. Nach ca. 60h beginnt Deplasmolyse einzusetzen. Keine Tono- 
plastenbildung. 


2. Plasmolyseort und Plasmolyseform 


Besondere Plasmolyseorte liefen sich fiir die Epidermiszellen nicht er- 
kennen. Bei den Stomatazellen war wegen .der erwaihnten Beobachtungs- 
schwierigkeiten eine Beurteilung nicht méglich. 

1,0m Glucose: Die Zellen sind nach ca. 7h meist weitgehend konvex 
plasmolysiert. 

0.7m NaCl und 0,7 m KCl: Etwa 7h nach dem Ubertragen der Schnitte 
besitzen die Protoplasten wieder véllig gerundete Kuppen. 

0.7m CaCl,: Endplasmolyse erst nach ca. 14h. 

Sphirische Auswélbungen des Protoplasten konnten nirgends gefun- 
den werden. 


3. Alterationen des Cytoplasmas 


0.7m NaCl: Plasmastrange liefen sich in keiner Zelle beob- 
achten, doch fiel eine relativ grobkérnige Granulation des Plasmas, 
die an einer Stelle lokalisiert war, auf. Sie kann an verschiedenen Orten 
des Plasmamantels liegen, und diese Haufung von Granula bleibt auch nach 
der Deplasmolyse erhalten. Schaumige Strukturen oder Unregelmafig- 
keiten in den Konturen der Plasmakuppen kamen nicht vor. 

Auch Quellung oder Abgliederung von Plasmakiigel- 
chen konnte nirgends festgestellt werden, was damit zusammenzuhangen 
scheint, daf® die Zellen schon relativ friih deplasmolysieren. Nur in einem 
Fall zeigte sich an einem nach ca. 2 Tagen nicht véllig riickgedehnten 
Protoplast eine gequollene Kuppe aus feingranuliertem Plasma: 

0,7 m KCl: Die Granulation ist zum Teil starker als in NaCl und bleibt 
nicht so vollstandig auf ein begrenztes Areal des Plasmamantels, der bis- 
weilen leicht gefeldert zu sein scheint, lokalisiert. Nach ca. 2 Tagen 
tritt bei den dann schon einigermafen zuriickgedehnten Zellen die Granu- 
lation starker hervor, wobei es sich nicht mehr um kérnige Strukturen 
handelt, sondern um zahlreiche sehr kleine Vakuolen. Das iibrige Verhalten 
der Zellen ist gleich wie in der NaCl-Lésung. Nur an einer einzelnen Zelle 
findet sich nach ca. 30h an dem noch nicht villig riic&kgedehnten Proto- 
plasten eine etwas gequollene Kuppe mit hyalinem Plasma. 

0.7m CaCl,: Die Ausbildung einer starken Granulation wie in 
NaCl oder KCl unterbleibt, und es ist héchstens eine feine Granulation, 
die sich iiber die ganze Protoplastenoberflache mehr oder weniger diffus 
verteilt, zu beobachten. Bisweilen tritt auch eine leichte Felderung der 
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Protoplastenoberfliche auf. Erst nach ca. 3 Tagen beginnt in einzelnen 
Zellen die Granulation starker zu werden und sich auf ein bestimmtes 
Areal zu beschrinken, von welchem bisweilen Plasmastrange ausgehen. 
Es sind wieder glatte Konturen der Plasmakuppen zu finden, und 
Quellung oder Abgliederung von Plasmakugeln bleibt 
aus. ’ 


c) Zollikoferia arborescens 
1. Lebensdauer und Volumanderungen 


1.2m NaCl: Viele Protoplasten dehnen sich bereits nach ca. 25h wieder 
aus, in ca. 2 Tagen sind die meisten Zellen deplasmolysiert und in ca. 
3% Tagen abgestorben, wenngleich einzelne Protoplasten dann noch 
Plasmolyse zeigen. Tonoplastenstadien treten nicht auf. Die Protoplasten 
der Schnittrandzellen koagulieren bereits nach etwa 62h unter Loslésung 
von der Zellwand. 

1.2m KCl: In der Schnittmitte sind nach ca. 50h etwa 20 Prozent, am 
Schnittrand aber schon fast alle Zellen tot. Bei der Desaggregation des 
Plasmas kontrahiert sich dieses und lést sich ebenfalls von der Membran 
los. Zwischen 60 und 85h sterben alle iibrigen noch lebenden Zellen der 
Schnitte ohne Tonoplastenbildung ab. 

Die Riickdehnung setzt nach etwa 35h ein, und nach ca. 50h sind die 
Zellen vielfach schon deplasmolysiert. Weitere 10h spater sind neben den 
abgestorbenen nur noch deplasmolysierte Protoplasten zu beobachten. 

1.2m CaCl,: Nach ca. 40h Tod einiger Zellen in der Randzone. Die an- 
deren Zellen beginnen erst nach ca. 4% Tagen in gréRerem Ausmafte ab- 
zusterben, doch sind auch nach 6 Tagen nur etwa zwei Drittel aller Zellen 
koaguliert. 

Die Protoplasten scheinen starker plasmolysiert als in der NaCl-. 
Lésung, zeigen nach ca. 2 Tagen eine meist nur leichte Kontraktions- 
erhéhung, die aber bald zum Stillstand kommt, und die iiberlebenden 
Zellen besitzen auch nach 6 Tagen noch einen ideal plasmolysierten Proto- 
plasten, ohne daf sich Tonoplasten oder eine schon laingere Zeit vor dem 
Zelltod einsetzende Deplasmolyse beobachten lieBe. 


2. Plasmolyseort und Plasmolyseform 


Fiir die Epidermiszellen und, soweit beobachtbar, auch fiir die Stomata- 
zellen, bei welchen dann der Protoplast an den Zellenden abgehoben ist, 
zeigen sich keine besonders bevorzugten Plasmolyseorie. 

1,0 bzw. 1,5 m Glucose: Die Protoplasten sind schon nach ca. 2—3h meist 
vollig gerundet. 

1.2m NaCl, KCl bzw. CaCl,: Der Endplasmolysezustand andert sich 
beim Einlegen in die Salzlésungen nicht. Bei der in NaCl teilweise ein- 
setzenden Kappenbildung sind die Aufenkonturen der Plasmakappen 
ebenfalls ideal gerundet. In CaCl, konnten in einigen Zellen unmitielbar 
am Schnittrand sphiarische Auswélbungen des Protoplasten beobachtet 
werden. 
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3. Alterationen des Cytoplasmas 


1.2m NaCl: Das Auftreten einer Granulation ‘beschrankt sich auf ein 
abgegrenztes, verhaltnismafig grofes und an verschiedenen Stellen des 
Plasmamantels liegendes Areal. Nach der Deplasmolyse sind die Granula 
meist schwacher sichtbar, und die Ansammlung lést sich bei den nach ca. 
2 Tagen noch lebenden Zellen wieder auf. Plasmastrange langs der 
Oberfliche, unregelmaRige Konturen der Kuppen und Hecht- 
sche Faden waren nicht zu beobachten. Nach ca. 22h konnte bei den 
am Sdchnittrand gelegenen Zellen eine Quellung beobachtet werden, wo- 
bei das gequollene Plasma eine Granulation zeigte. 

In der Schnitimitte la&t sich eine schwache Quellung der Plasmakuppen 
erst nach iiber 2 Tagen und nur an einzelnen Zellen feststellen, wobei 
Granulation und schaumige Bildungen auftreten, die wohl als Anzeichen 
des baldigen Zelltodes zu deuten sind. Die Abgliederung hyaliner 
Plasmalinsen war nach ca. 1 Tag bei nur einer Zelle festzustellen. 

1,2m KCI: Nach ca. 3h zeigt sich eine zunachst nur sch wache Gra- 
nulation an einem begrenzten Areal des Protoplasten, die nach ca. 
1 Tag stark hervortritt. Die Konturen der Oberflache bleiben 
vollig glatt, und Plasmastrange oder Hechtsche Faden fehlten. 

Nach ca. 1 bis 2 Tagen waren die Kuppen einzelner Zellen des Schnitt- 
randes und der Schnittmitte gequollen. Die deplasmolysierten Zellen 
zeigen keine Quellung mehr. Nach ca. 2 Tagen lief sich in einer am Schnitt- 
rand gelegenen Zelle die Abgliederung einer Plasmakugel beobachten. 

1,2mCaCl,: Nach ca. 1 Tag beginnt eine sehr schwache Granu- 
lation einzusetzen, die langsam starker wird, und nach 3 Tagen haben 
sich an einer bestimmten Stelle der Protoplastenoberflache zahlreiche Gra- 
nula angesammelt. Nach 4 Tagen erstreckt sich die Granulation meist iiber 
den gréReren Teil der Protoplastenoberflache, nimmt jedoch spater wieder 
etwas ab, ohne vollig zu verschwinden. Plasmastrange,Felderung 
der Protoplastenoberflache oder Hechtsche Faden traten 
nicht auf, und auch die Konturen der Protoplastenkuppen blieben 
stets vollig glatt. 

Quellung konnie, abgesehen von einigen Zellen des Schnitirandes, bei 
welchen nach ca. 15h das Plasma etwas gequollen war und ganz vereinzelt 
gequollenen Protoplasten in der Schnittmitte nach ca. 1 Tag, nur noch in 
einer Zelle mit bereits stark kontrahiertem kugelférmigem Protoplasten 
nach ca. 3% Tagen beobachtet werden, wobei das gequollene Plasma teil- 
weise granuliert war. Eine Abgliederung von hyalinen Plas- 
malinsen war nicht zu beobachten. 


d) Peganum Harmala 


Die Epidermis der Blattunterseite wird aus zweierlei Zellarten ge- 
bildet: Die einen (hier als ..Langzellen* bezeichnet) sind um ein Vielfaches 
langer und weitlumiger als die ineinander teilweise verzahnten wesentlich 
kleineren Zellen der zweiten Art (,,Kleinzellen“ genannt). Die ,,Langzellen“ 
liegen bisweilen zu mehreren aneinander und sind oft S-férmig gewunden 
(vgl. Abb. 1). Die Stomatazellen sind relativ klein ausgebildet. 
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1. Lebensdauer und Volumanderung 


1,7m NaCl: Einzelne Protoplasten der .,Langzellen“ sterben schon nach 
6h ab, doch zeigen einige noch nach 15h Plasmolyse. Nach ca. 25h ist nur 
noch ein geringer Prozentsatz von diesen am Leben, und auch die meisten 
»Kleinzellen“ sind tot. Von den iiberlebenden Zellen beginnt der Grofteil 
nach ca. 35—40 h Tonoplastenstadien zu zeigen. Hinsichtlich der Voluminde- 


Abb. 1. Epidermis der Unterseite des Blattes von Peganum Harmala, a .,Klein- 
zelle*; b ,,Langzellen*; c Stomatazellen. 


rungen verhalien sich die .,Kleinzellen* je nach ihrer Lage im Schnitt ver- 
schieden: Allgemein nimmt ihr Kontraktionsgrad gleich nach dem Uber- 
tragen aus der 2,0m Glucoselésung zunichst etwas zu, in der Schnittmitte 
behalten sie dann diesen Plasmolysegrad unverandert bis zum Zelltod bei, 
am Schnittrand nimmt die Kontraktion aber weiter zu und fiihrt schlief- 
lich zu einem kugeligen Protoplasten, der nach 24h noch die Langswande 
beriihrt, sich aber noch weiter kontrahiert und von diesen véllig abhebt. 
Das Verhalten der Stomatazellen lie sich schwer beurteilen, doch 
scheint nur ein Teil von ihnen Plasmolyse zu zeigen, die schon nach ca. 48h 
zuriickgeht. Vielleicht sind SchlieBzellen dabei bereits abgestorben. 
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Mischlésung 0,8m NaCl + 0,9m CaCl,: Die Lebensdauer der Zellen ist 
gegeniiber der NaCl-Liésung verlangert: Die ,,.Langzellen* bleiben noch nach 
ca. 28h weitgehend am Leben, einzelne sogar noch nach 3 Tagen. Die ,,Klein- 
zellen“ sterben am Schnittrand meist schon nach ca. 3 Tagen, in der Schnitt- 
mitte etwas spiater ab, doch sind einige von ihnen noch nach weiteren 16h 
lebend. Nach ca. 70h beginnen Tonoplastenstadien aufzutreten. 

Die ,,Kleinzellen* zeigen anfangs einen etwa gleichen Plasmolysegrad 
wie in 2,0m Glucose. Nach etwa 55h beginnen sich die Zellen am Schnitt- 
rand, spater auch diejenigen der Schnittmitte, starker zu kontrahieren, wo- 
bei der Protoplast in der Randzone nach 3 Tagen die Kugelgestalt erreicht. 
In der Schnittmitte sind die Zellen erst nach ca. 90h starker kontrahiert. 

Die zuniachst iiberwiegend deutlich plasmolysierten Stomatazellen deh- 
nen sich nach etwa 48h meist zuriick und besitzen am Schnittrand erst 
nach 64h und in der Schnittmitte nach ca. 72h deutlich desaggregiertes 
Plasma. 

1.7m KCl: Die Stomatazellen sterben zwischen ca. 40—635h ab, zeigen 
jedoch bereits nach ca. 7h keine Plasmolyse mehr. Auch die ,,Langzellen* 
besitzen hohe Empfindlichkeit und sterben nach ca. 25—30h, mitunter in 
der Schnittmitte beschleunigt, iiberwiegend ab. Die offenbar resistenteren 
»Kleinzellen* zeigen nach ca. 45h Tonoplastenstadien und koagulieren, 
in der Schnittmitte wiederum friiher als am Rand, nach ca. 65h. Etwa 
20 h spater sind keine intakten Protoplasten oder Tonoplasten mehr zu be- 
obachten. 

Der Protoplast der ,,Kleinzellen“* hebt sich nach ca. 6h nur wenig 
starker von der Zellwand ab als bei Grenzplasmolyse, wahrend die .,Lang- 
zellen* eine wesentlich héhere Kontraktion zeigen. Spater nimmt diese zu 
und fiihrt bei den iiberlebenden Zellen am Schnittrand nach ca. 30h zu 
stark verkleinerten Protoplasten, die nach ca. 2 Tagen kugelférmig werden. 
In der Schnittmitte behalten die Zellen den relativ sciwachen Plasmolyse- 
grad 0,7—0,8 weiter bei, und ihre Protoplasten beginnen sich nach ca. 40h 
zum Teil wieder auszudehnen. 

1.7m CaCl,: Von den ,Langzellen“ stirbt in der Schnitimitte nach 
ca. 25h etwa die Halfte ab, und nach ca. 2 Tagen ist die Mehrzahl der 
Zellen tot, doch bleiben einzelne hievon noch 3—6 Tage am Leben. Bei 
den ,Kleinzellen“ beginnt die Tonoplastenbildung am Schnittrand nach 
ca. 24h und in der Schnittmitte nach ca. 30h. In etwa 50—70h finden sich 
keine lebenden Zellen mehr vor (der Wert bei Stadel mann 1952, p. 334, 
ist entsprechend zu korrigieren), indem bei etwa der Halfte der Zellen der 
gesamte Zellinhalt koaguliert und bei den iibrigen sich meist nur noch 
Tonoplastenstadien zeigen, die nach 4—6 Tagen ebenfalls verfallen. Am 
Schnittrand zeigt sich eine etwas geringere Resistenz, da nach ca. 30h 
keine ,,Langzellen* iiberleben und schon nach ca. 4 Tagen alle ,,Kleinzellen“ 
koagulierten Zellinhalt besitzen. 

In der Schnittmitte bleibt der am Beginn des Einlegens sich einstellende 
Plasmolysegrad noch ca. 50—70h unverandert, hernach nimmi dieser zu, 
und die wahrscheinlich nur noch von der Tonoplastenhaut umspannten 
Vakuolen kontrahieren sich nach ca. 3—35% Tagen zu Kugeln. Am Schnitt- 
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rand beginnen die Protoplasten schon nach 24h starker zu plasmolysieren 
und sind bereits nach ca. 48h kugelig gerundet. 

Bei den Stomatazellen lat sich eine Plasmolyse teilweise auch noch nach 
{7h nicht erkennen. Ist dies aber der Fall, so folgt Deplasmolyse erst nach 
ca. 25—65h, doch bleiben einzelne Protoplasten auch spater noch kontra- 
hiert; der riickgedehnite Protoplast zeigt keine weitere Veranderung mehr, 
so daft der Zeitpunkt des Absterbens nicht erfafft werden kann. Die plasmo- 
lysiert bleibenden Protoplasten der Stomatazellen behalten beim spateren 
Absterben und der Koagulation des Plasmas ihre ungefahren Umrisse 
noch bei. 


2. Plasmolyseort und Plasmolyseform 


Wihrend die beiden Arten von Epidermiszellen keinen besonderen 
Plasmolyseort aufweisen, besitzen die Stomatazellen oft einen deutlich 
positiven Plasmolyseort an jenen Wandsiellen der Bauchseite, welche am 
Zentralspalt liegen (vgl. Abb. 2). Die bevorzugte Abhebung an dieser 
Wandpartie fallt bereits waihrend der Vorplasmolyse in Glucose auf, lat 
sich nach dem Ubertragen in NaCl- und KCl-Lésungen (wohl wegen Be- 
obachtungsschwierigkeiten) allerdings weniger ausgepragt feststellen, ist 
hingegen in der Mischlésung (NaCl + CaCl,) sowie in CaCl, sehr deutlich; 
immerhin erfolgt oft auch eine. leichte Abhebung des Protoplasten langs 
der ganzen Riickenwand der Stomatazelle und lief sich vereinzelt auch an 
jener Partie der Bauchseite feststellen, an welcher die beiden Stomatazellen 
aneinander grenzen. Soweit keine Deplasmolyse erfolgt, bleiben diese Plas- 
molyseorte bis zum Zelltod unverandert. 

2.0m Glucose: Die Plasmolyseformen der ,,Langzellen“ und der ,,Klein- 
zellen* eines Schnities kénnen noch nach 5h recht unterschiedlich sein, auch 
lassen sich noch eckige Plasmolysen beobachten. In einzelnen Zellen waren 
sphiarische Ausbuchtungen des Protoplasten sichtbar. In ,,Langzellen“ bilden 
sich 6fters Teilprotoplasten. 

1.7m NaCl: Die iiberlebenden .,Langzellen* nehmen erst nach ca. 16h 
die Form der Endplasmolyse an, wahrend die intakten ,,Kleinzellen“ 
der Schnittmitte meist erst nach weiteren 9 h perfekt plasmolysieren 
und diejenigen am Schnittrand schon kugelig kontrahiert sind. Spater ver- 
lieren die noch iiberlebenden .,Kleinzellen* durch die vielfach einsetzende 
Aufquellung des Plasmas meist die runden Aufenkonturen, und nur die 
Vakuole behalt die prall-konvexe Form bei. 

Mischlésung 0.8m NaCl+0,9m CaCl,: Die ,,Kleinzellen“ zeigen zum 
Teil schon nach 2h eine gute Rundung; immerhin sind speziell am Schnitt- 
rand bei diesen Zellen eckige Plasmolysen auch spater noch zu finden, 
wahrend véllig konvexe Kuppen bei allen Zellen in der Schnittmitte erst 
nach ca. 32h auftreten. Die ,,Langzellen“* haben durchsdhnittlich schon 
friiher, zwischen 15 und 25h, die Endplasmolyse erreicht. 

1.7m KCl: Die Rundung der Protoplasten der ,,Lang- und Kleinzellen“ 
setzt nach ca. 6h ein, aber erst nach ca. 23h zeigen alle Zellen Endplasmo- 
lyse. Bei einer nach ca. 2 Tagen einsetzenden Aufquellung des Plasmas 
bleibt dessen Innenabgrenzung gerundet, bisweilen auch seine AuBenkontur. 
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1.7m CaCl,: Die Protoplasien der ,Langzellen“ beginnen sich schon 
nach ca. 4h zu runden, wahrend eine konvexe Plasmolyse bei den ,,Klein- 
zellen“ erst nach etwa 20h deutlich wird und nach 25h alle iiberlebenden 
Zellen endplasmolysiert sind. Nur in einigen ,,Kleinzellen* treten zu 
diesem Zeitpunkt Auswélbungen der Protoplastenkuppen auf. Nach 
ca. 2 Tagen beginnen sich in einzelnen Zellen durch Alteration des Plasmas 
die Aufenkonturen zu verandern, doch bleibt die Vakuolenumgrenzung 
dabei meist weiterhin ideal gerundet. 


3. Alterationen des Cytoplasmas 


2,0m Glucose: Nach ca. 5h sind Plasmastrange langs der Proto- 
plastenoberflache in einigen Zellen und die auf ein begrenztes Areal von 
dieser lokalisierten k6rnigen Strukturen, die keine BMB zeigen, 
fast stets zu beobachten. Der iibrige Protoplast ist véllig hyalin und durch- 
scheinend, bis auf einige gelegentlich zerstreut vorkommende kleine va- 
kuolige Strukturen im Plasma. Nur die ,,Langzellen* besitzen bisweilen 
Protoplasten mit schaumigen Bildungen. Die Kuppen weisen bei 
einigen Schnitten glatte Konturen auf, bei anderen wieder sind diese un- 
regelmafig héckerig. Hechische Faden zeigen sich haufig ‘bei den .,Lang- 
zellen*, deren Protoplast sich oft teilt. Auch bleiben Plasmafaden zwischen 
den Teilprotoplasten erhalten. 

Nur zwei ,,Langzellen“ und eine ,,Kleinzelle* zeigten nach 5h gequol- 
lene Plasmakappen, im iibrigen unterblieb jede Quellung oder lokale An- 
haufung von Plasma an den Kuppen. 

1.7m NaCl: Weder auf den Protoplasten der .,Langzellen* noch auf 
jenen der ,,Kleinzellen“ zeigten sich Plasmastrange. Eine Stelle, an 
welcher fein granuliertes Plasma lokalisiert ist, bleibt bei den 
tiberlebenden Zellen wahrend der ganzen Versuchsdauer stets deutlich zu 
erkennen. Bei einer ,,Langzelle“ an der Kuppe liegend, konnte sie in einem 
Falle nach ca. 2 Tagen als systrophische Ballung, die sich als Prolaps aus 
der Kuppe nach aufen vorwélbt, beobachtet werden, befindet sich aber 
meist iiberwiegend so im Plasmamantel, da® sie nur in ihrem Aufsichtsbild 
sichtbar ist. Eine Felderung des iibrigen Protoplasmamantels war nur 
bei den Zellen eines Schnittes nach ca. 22h zu finden; sonst trat diese nach 
etwa 2—2% Tagen noch in gequollenen und oftmals granulierten Plasma- 
kappen ein. 

In ca. 4%h besaffen die Protoplastenkuppen der .,Kleinzellen“ keine 
villig glatten Konturen mehr, sondern zeigten kleine Unregel- 
maRigkeiten. Nach etwa 1 Tag und spater waren an den durch Plasma- 
quellung oder Plasmaansammlung nicht alterierten Kuppen nur noch 
glatte Konturen zu beobachten. Hechtsche Faden, die wohl durch 
die verstarkte Abhebung des Protoplasten unmittelbar nach dem Uber- 
tragen in die Salzlésung gelegentlich entstehen, sind bei einer ,,Langzelle* 
und bei den ,,Kleinzellen“ nur wahrend ca. 18h zu erkennen. 

Die hyaline Quellung der Plasmakuppen setzt, meist vereinzelt 
und zuerst bei den ,,Langzellen*, nach ca. 16h ein. Daneben finden sich 
aber noch Plasmafortsatze und -tentakel, die von den Kuppen in den Vor- 
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raum weisen und offenbar auch aus gequollenem Plasma, welches meist 
Granulation zeigt und daher anderer Art zu sein scheint, bestehen. In etwa 
40h besitzt nur noch eine der wenigen iiberlebenden .,Langzellen* eine 
hyalin gequollene Plasmakappe; andere Zellen zeigen haufig Kuppen mit 
etwas stirkerem Plasmabelag. Nach ca. 2 Tagen leben nur noch ,,Lang- 
zellen* ohne gequollenes Plasma. 

Bei den .,Kleinzellen“ entsteht in ca. 1 Tag eine eher als Plasmaansamm- 
lung zu bezeichnende, granulierte, oft in den Aufenkonturen unregel- 
maRige Aufquellung der Protoplastenkuppe. Bei bereits stark 
kontrahierten kugeligen Protoplasten stehen diese Plasmabildungen dann 
auch oft warzenartig vom eigentlichen Plasmamantel ab. Nach ca. 42h ist 
das Protoplasma der ,,Kleinzellen* meist gequollen, wobei dieses entweder 
bei Zellen im Tonoplastenstadium zur Gianze granuliert ist und die Tono- 
plastenhaut ideal sphirisch ausgebildet bleibt, oder andererseits bei ge- 
rundetem Auffenrand der Kappe hyalin und stark lichtbrechend wird 
sowie gelegentlich eine kleine Ansammlung von granuliertem Plasma be- 
sitzt. Nach ca. 2 Tagen treten in einzelnen Protoplasten schaumige Ent- 
mischungen und Vakuolisierungen auf, sonst aber bleibt die Aufquellung 
des Plasmas auch weiterhin erhalten, wobei granulierte Quellungen im 
Tonoplastenstadium iiberwiegen, wahrend hyalines Plasma nur noch ver- 
einzelt zu beobachten ist. Die Vakuolenumgrenzung nimmt dabei meist 
eine spharische oder zumindest dieser Form stark angenaherte Gestalt an. 

Eine Abgliederung von Plasmalinsen konnie bei ,,Klein- 
zellen“ manchmal nach 17 h und in einem Falle sogar erst nach ca. 2% Ta- 
gen beobachtet werden. 

Mischlésung 0,8 m NaCl + 0,9 m CaCl,: In den ,,Langzellen* treten nach 
ca. 1%h gelegentlih Plasmastrange langs der Protoplastenober- 
flache auf, wobei das Cytoplasma in deren Umgebung schaumige Struktur 
annimmt. In den .Kleinzellen“ entstehen Plasmastrange vereinzelt nach 
ca. 22h. Im Protoplasten der ,,Langzellen“ ist stets eine Stelle mit feiner 
Granulation zu bemerken, wie diese auch bei .,Kleinzellen* noch nach 17h 
auftritt. Eine schhwache Felderung der Protoplastenoberflaiche einzelner 
Kleinzellen* zeigt sich bisweilen nach ca. 17—41 h. 

Hechtsche Faden waren nur vereinzelt in .,Kleinzellen“ nach 
ca. 17 bis 22h zu beobachien. Die Konturen der Plasmakuppen blieben, so- 
fern sie nicht aufquellten und keine Cytoplasmaansammlungen vorkamen, 
sowohl bei den ..Langzellen* als auch bei den ,,Kleinzellen* noch nach ca. 
i bis 2% Tagen glatt und ohne Anzeichen von irgendwelchen Unregel- 
maRigkeiten, aufer bei den ,,Kleinzellen“ der Randzone, in welcher sich 
diese nach ca. 17 h an den Kuppen erkennen liefen. 

Eine hyaline Aufquellung des Cytoplasmas an den Kuppen 
zeigte sich weder bei den .,Kleinzellen* noch bei den ,,Langzellen“. Schon 
nach 1%h entstehen bei einzelnen ,,Kleinzellen* an den Kuppen ihres 
Protoplasten manchmal halbkugelférmige, kleine, stellenweise leicht gra- 
nulierte Aufquellungen des Cytoplasmas, wahrend nach ca. 5h am Proto- 
plasten der .Langzellen“ bisweilen eine ausgedehntere Ansammlung 
von granuliertem Plasma auffallt, welche sich in etwa 22h als 
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schaumige Struktur prasentiert, wie eine solche auch noch nach ca. 1% und 
iiber 2 Tagen zu beobachten ist. Die Ausbildung von héckerartigen, lokal 
eng begrenzten Plasmaansammlungen unterbleibt bei den ,,Langzellen“ 
vollig. In den ,,Kleinzellen“ treten solche Plasmagebilde nach ca. 40h be- 
vorzugt am Schnittrand, jedoch manchmal ebenso in der Schnittmitte auf, 
wo sie allerdings auch nach 3 Tagen erst verhaltnismafig selten anzutreffen 
sind. Hievon nicht betroffene Protoplasten zeigen nach ca. 40h eine leichte 
Granulation und teilweise auch schaumige Bildungen an ihrer Oberflache. 

Nach ca. 3 Tagen ist bei einer einzigen ,,Kleinzelle“ die gesamte Kuppe 
von der Aufquellung erfaft, so daft eine stark granuliert gequollene 
Plasmakappe zustande kommt. In den nach 4 Tagen noch im Tonoplasten- 
stadium befindlichen ,,Kleinzellen“ zeigen sich an der Oberflaiche ihrer 
sehr stark kontrahierten Tonoplasten halbkugelige oder ahnlich geformte 
Plasmahécker und auch Plasmaanhiaufungen anderer Gestalt, die nach ca. 
5 Tagen bei den wenigen dann noch intakte Tonoplasten besitzenden Zellen 
zu einer leichten Kappe aus granuliertem Plasma fiihren. 

Die Abgliederung einer hyalin gequollenen Plasma- 
linse lieB sich zuerst nach ca. 3 Tagen bei dem mit einer granuliert ge- 
quollenen Kappe ausgestatteten Protoplasten einer ,,Kleinzelle* beobachten, 
an dessen anderer Kuppe die Abgliederung erfolgte (vgl. Abb. 5a). Nach 
itber 4 Tagen gliederte eine ,,Langzelle“ an jeder ihrer beiden Kuppen 
hyalines Plasma ab. 

1.7m KCl: Plasmastrange langs der Protoplastenoberflache kom- 
men nur in ,,Langzellen“ und vereinzelt nach ca. 5h vor; auch nach ca. 42h 
sind in diesen Plasmastrange an den etwas granulierten, nicht gequollenen 
Kuppen gelegentlich zu beobachten. Hingegen war die stets auf eine be- 
grenzte Stelle der Plasmaoberflache lokalisierte feine Granulation 
meist in jeder ,,Kleinzelle‘ vorhanden und bleibt auch noch nach iiber 
3 Tagen zu erkennen, wobei diese Stelle stets an den ungequollen blei- 
benden Partien des Protoplastenmantels zu finden ist. Schaumige Bil- 
dungen an den ungequollenen Plasmakuppen konnten nur bei einer 
»Langzelle“ nach ca. 5h beobachtet werden. 

Bei den ungequollenen Protoplasten besafen die Kuppen noch nach 
ca. 17h vollig glatte Konturen. Hechtsche Faden lassen sich gleich nach dem 
Einlegen bei den .,Kleinzellen* in ca. 1h beobachten, bleiben dort teil- 
weise bis nach ca. 22h erhalten und waren auch bei den ,,Langzellen* noch 
nach ca. 5h feststellbar. 

Eine hyaline Quellung der Plasmakuppen aft sich zunichst bei 
einzelnen ,,Langzellen* bemerken, bei welchen sie schon nach ca. 4h ein- 
setzen kann und durch Bildung gréferer und kleinerer Vakuolen im Plasma 
rasch zur Entmischung fiihrt. Diese Vakuolen kamen in einem Falle, der 
nach ca. 17 h beobachtet wurde, derart zu liegen, daf sie gegen den auferen 
Kappenrand zu immer kleiner wurden und in dessen unmittelbarer Nahe 
wegen ihrer geringen Gréfe schlieflich nur noch als Granulation zu be- 
zeichnen waren. Hyalin gequollene Plasmakappen liefen sich bei den 
wenigen iiberlebenden ,,Langzellen* auch noch in etwa 40h antreffen, wah- 
rend eine typische Kappenbildung aus granuliertem Plasma nie auftrat. 
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Bei einzelnen ,,Kleinzellen* erfolgen nach ca. 5—i6h an begrenzten Be- 
reichen der Protoplasmakuppen Plasmaansammlungen, oder es 
nahm die Kuppe als Ganzes etwas an Dicke zu. Diese Veranderung ge- 
winnt mit der Zeit an Intensitat, und nach ca. 26h kann man ,,Kleinzellen“ 
mit granuliert und auch mit hyalin gequollenen Plasmakappen finden. In 
ersterem Falle ist haufig die Vakuolenumgrenzung ideal sphiarisch gerundet, 
wahrend der Auftenrand der Kappen unregelmafig geformt ist und teil- 
weise noch die Reste von abgerissenen Hechtschen Faden als Plasmafort- 
sitze erkennen laft. Nach ca. 42h sind nur noch selten hyaline Aufquellun- 
gen vorhanden, und fast jede ,,Kleinzelle“ zeigt Tonoplasten mit entweder 
granuliert gequollenem Plasma, welches der ganzen Tonoplastenkuppe 
aufsitzt oder zumindest auf Teile von dieser beschrankt ist und dann bis- 
weilen auch schaumige Struktur besitzt. In beiden Fallen zeigen diese 
Plasmaauflagerungen unregelmafige Aufenabgrenzungen. Dieses Bild 
bleibt auch noch nach ca. 3 Tagen unverandert erhalten. 

Bei den ,,Langzellen* laRt sich granuliert gequollenes Plasma nach 
ca. 17h, in einigen Fallen in den gelegentlich auch vakuolisierten Plasma- 
fortsatzen, die in den Vorraum weisen und wohl Reste von Hechtschen 
Faden darstellen, bemerken. Ebenso zeigt nach ca. 3 Tagen die dann ein- 
zige noch iiberlebende ,,Langzelle“ an ihren Kuppen eine Aufquellung mit 
granuliertem Plasma, ohne daf dies aber schon als Kappenbildung an- 
gesprochen werden kann. 

Die Abgliederung hyaliner Plasmalinsen wurde nur nach ca. 40h bei 
einigen ,,Langzellen“ an deren schaumigen Kuppen beobachtet. 

1,7m CaCl,: Nach ca. 17h zeigen sich bei den .,Langzellen* manchmal 
Jangs der Oberflache des Protoplasten verlaufende Plasmastriange. 
Diese entstehen auch nach ca. 2 Tagen bei ,,Langzellen“* und ,,Kleinzellen“, 
wobei keine Ausbuchtungen des Protoplastenmantels, der zu diesem Zeit- 
punkt allerdings schon starkere Alterationen erfahren hat, auftreten. 

Eine, Felderung der Kuppen kann bei den iiberlebenden ,,Klein- 
zellen“ erst nach ca. 40—48h beobachtet werden; in etwa 3 Tagen ist sie 
auch am Plasmamaniel einzelner iiberlebender ,,.Langzellen* schwach aus- 
gebildet. Eine meist zunachst nur leichte Granulation des Plasmas zeigt 
sich bei den .,Kleinzellen* gleich nach dem Einlegen in die CaCl,-Lésung, 
bleibt auf ein begrenztes Areal der Protoplastenoberflache beschrankt und 
ist bei den iiberlebenden Zellen auch noch nach 4 Tagen unverandert zu 
beobachten; sie befindet sich dabei immer an den von der Membran nicht 
abgehobenen Teilen des Protoplasmamantels, meist an seiner dem Gewebe- 
inneren zugewandten Seite. Nur bei einer am Schnittrand gelegenen Zelle 
konnte sie bereits nach 1%h als Prolaps der Kuppe aufsitzend gefunden 
werden. Bei den ,,Langzellen* la&t sich die Granulation nach ca. 17 h bis- 
weilen unregelmafBig iiber die Protoplastenoberflache verteilt vorfinden, 
sie sammelt sich spater aber meist an einer Stelle an, die nach ca. 30—64h 
haufig in einer Kuppe liegt, entweder einen Prolaps bildend oder auf ein 
etwas gréReres Areal verteilt, so da dieser unterbleibt. 

Die Konturen der noch ungequollenen Plasmakuppen sind anfangs 
nicht glatt, sondern es befinden sich unter der ideal spharischen AuBen- 
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abgrenzung der Kuppen deutlich kieine Unebenheiten, welche dann die 
Innenabgrenzung des Plasmamantels zur Vakuole hin gerunzelt erscheinen 
lassen. Die ,,Langzellen“ besitzen solche Kuppen noch nach ca. 42h, wah- 
rend die ,,Kleinzellen* teilweise schon nach ca. 24h glatte Kuppen zeigen, 
wobei spater nach ca. 42h die noch iibrigbleibenden Kuppen mit un- 
ebener innerer Abgrenzung durch eine schwache Aufquellung der Kuppe 
sogleich glatte Innenkonturen erlangen. Im weiteren Versuchsverlauf zeigen 
alle Kuppen der iiberlebenden Zellen, sofern sie nicht durch Quellung 
alteriert werden, glatte Innen- und Aufenabgrenzungen. Hechtsche 
Faden sind noch nach 1%h oft zahlreich vorhanden; ihre Haufigkeit 
nahm aber schon nach ca. 4h ab, doch bleiben einzelne von ihnen auch 
noch nach 17h zu beobachten. 

Hyalin gequollenes Plasma konnte nach ca. 42h nur in einer 
am Schnittrand gelegenen Zelle und als typische Kappenbildung festge- 
stellt werden, waihrend Plasmakappen sonst selbst nach ca. 4 Tagen nicht 
zu finden waren. Eine sehr schwache Aufquellung lie® sich in einzelnen 
»Kleinzellen“ auch nach ca. 24—42h nachweisen. 

Lokale, auf kleine Teilabschnitte der freien Plasmakuppe beschrankte 
Aufquellungen oder Plasmaansammlungen, meist aus granuliertem Plasma 
bestehend, sind haufig zu beobachten. Zunachst fallen diese nach ca. 17h 
an den Kuppen der ,,Kleinzellen“ auf, wo sich auch von abgerissenen 
Hechtschen Faden stammende Plasmazipfel zeigen. Die Plasmazusammen- 
ballung kann sich bei einsetzender Tonoplastenbildung nach ca. 27h ver- 
starken, zuniachst gleichbleiben oder, besonders in der Schnittmitte, nach 
ca. 2 Tagen wieder zuriickgehen, wahrend an den Kuppen in den Zellen 
des Schnittrandes zum Teil zahlreiche sehr kleine sphiarische Plasma- 
ausbuchtungen zu bemerken sind. Nach ca. 3 Tagen nimmt das Volumen 
dieser Plasmaansammlungen bei meist weiterfortschreitender Kontraktion 
der Tonoplasten offenbar zu, wobei im Plasma neben der Granulation auch 
kleine Vakuolen auftreten. Diese Plasmapartien kénnen nach ca. 4 Tagen 
als relativ voluminése Gebilde mit véllig unregelmafigen Formen von der 
Vakuolenoberflache in den Vorraum hinausragen. 

Die ,,Langzellen“ zeigen meist auch noch nach etwa 30h keine Plasma- 
ansammlungen an ihren Protoplasten, und selbst ca. 12h spater ist die 
Kuppe héchstens als etwas verstarkt oder leicht gequollen anzusprechen, 
wobei dort granuliertes Plasma vorherrscht. Dieser Zustand bleibt bei den 
iiberlebenden ,,Langzellen* auch nach iiber 3 Tagen erhalten. 

Die Abgliederung hyaliner Plasmalinsen in ihrer charak- 
teristischen Ausbildung lieR sich nach ca. 4 bzw. 4% Tagen bei je einer 
»Langzelle* beobachten. In letzterem Falle waren zwei hyaline Plasma- 
linsen, die zum gréRten Teil an der Zellangswand lagen, vom iibrigen Pro- 
toplasten durch eine genau gerundete Abgrenzungslinie, die konkav in das 
Innere des Protoplasten hineinreichte, getrennt. In einer ,,Kleinzelle“ war 
nach ca. 3 Tagen eine solche Abgliederung zu beobachten, und an einer 
Kuppe eines stark kontrahierten Protoplasten konnite schon nach 18h eine 
abgegliederte hyaline Plasmalinse gefunden werden. Nach ca. 3% Tagen 
zeigte eine der wenigen noch iiberlebenden ,,Langzellen* an ihrer Kuppe 
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eine bereits weitgehend losgeléste Plasmalinse, die nur noch wenig in das 
Protoplasteninnere hineinreicht, so daff eine nur schwache Konkavitat der 
sie tragenden Kuppe resultiert. Die Auswélbung der Plasmalinse, die an 
ihrer Spitze stark granuliertes Plasma angesammelt hatte, besaf eine fast 
vollig spharische Form. 


4. Diskussion der Versuchsresultate 
a) Resistenz 


Betrachtet man zuniachst die Ergebnisse friiherer Untersuchungen hin- 
sichtlich der Unterschiede in der Lebensdauer in den einzelnen Salzlésun- 
gen, wie sie hauptsiachlich an Glycophyten ausgefiihrt wurden, zeigt sich 
meist ein relativ rasches Absterben der Zellen in den Lésungen der Alkali- 
salze. 


So fand Benecke (1907, p. 328), da& Spirogyra arcta in 0,18m K,SO, bereits 
nach 24h vdllig abstirbt. Hypodermis-Zellen der Rotkrautblatter (Brassica oleracea 
var. capitata f. rubra) waren in 0,5n KCl ebenfalls nach 24 h bis auf einen geringen 
Prozentsatz tot (Brenner 1920, p. 283). Dasselbe Objekt wurde von Kaho (1924) 
ausfiihrlich untersucht, der nach ca. 3 h in 0,5n NaCl oder 0,5n KCl, welche Kon- 
zentration eine mehr oder minder starke Plasmolyse hervorruft, nur noch etwa 
ein Viertel der Zellen lebend vorfand. Etwas giinstiger lagen die Verhaltnisse bei 
Zebrina, deren Epidermiszellen der Blattunterseite in der etwa den gleichen Plas- 
molysegrad hervorrufenden Konzentrationen von 0,2 n KCl bzw. 0,2 n NaCl nach 24h 
noch zu iiber 20 Prozent bzw. 50 Prozent am Leben blieben. Niedrigere Konzen- 
trationen des Milieus fiihrten bei beiden Objekten zu einer wesentlichen Verlange- 
rung der Lebensdauer. I] jin (1932, p. 362) stellte ahnliche Ergebnisse an Glyco- 
phyten der auffallenden Resistenz einiger Halophyten gegeniiber, deren Epidermis- 
und Mesophylizellen selbst nach 36 h in bis zu 3,5 molaren NaCl-Lésungen noch 
intakt blieben. 

Die Resistenz gegeniiber Plasmolyse in CaCl,-Lésungen liegt, wo untersucht, 
generell stets héher als bei den Alkalisalzen; so sind die Epidermiszellen von 
Rotkrautblattern in 0,54n CaCl, noch nach 34 h zu 90 Prozent am Leben (Kaho 
1924, p. 40), und in 0,3 molarer Lésung liefen sich noch nach 21 Tagen einige 
lebende Zellen beobachten (Brenner, |. c.). Halophyten besitzen fiir CaCl, keine 
gegeniiber den Glycophyten erhéhte Resistenz (I]jin, 1. c.). 


Im Zusammenhang mit diesen Resultaten gesehen, weisen die hier 
untersuchten Objekte in den gepriiften Zellen eine 
gegenitiber den erwahnten Glycophyten deutlich er- 
héhte Resistenz fiir Alkalisalze auf, erreichen aber 
doch nicht die bei Halophyten gefundenen Werte (vgl. 
Tab. 1). Méglicherweise vermag dabei der wenn auch nur relativ geringe 
Salzgehalt des Bodens (0,4 bis 0,9 Prozent, vgl. Harder 1930, p. 683) 
eine gewisse Rolle bei dieser Vergréferung der Resistenz zu spielen. 

Die Lebensdauer in CaCl,-Lésung ist dabei durchweg gréRer, doch 
ist der Unterschied manchmal nicht sehr ausgepragt. Auch die Mischlésung 
(NaCl-+ CaCl.) bewirkt bei Peganum keine wesentliche Verzégerung 
des Absterbens. Wo beachtet, sind stets die Stomatazellen weniger resistent 
als die iibrige Epidermis, und nur die ,,.Langzellen* von Peganum zeigen 


eine ahnlich hohe Empfindlichkeit. 
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Tonoplastenbildung setzt nur bei Peganum ein. Sie erschwert durch die 
nicht immer leichte Unterscheidbarkeit zwischen Tonoplast und Protoplast 
die Beurteilung des Lebenszustandes, da Zellen mit Tonoplasten nicht mehr 
als lebend aufzufassen sind, wenngleich sie die noch intakte Vakuole be- 
sitzen. Freilich bediirfte es zur eingehenderen Untersuchung der Resistenz- 
verhaltnisse aus der Lebensdauer einer genaueren Beobachtung des Ab- 
sterbeverlaufes, denn wenn auch die Zunahme der toten Zellen wohl iiber- 
all der Kurve b (Abb.7 bei Hi fler 1938, p. 460) entsprechen diirfte, d.h. 
eine zunachst rasche Abnahme der Anzahl der lebenden Zellen zeigt, wah- 
rend die restlichen dann nur noch langsam absterben, so wiirde eine viel- 
leicht zu erwartende Anderung der jeweils vorliegenden Steilheit dieser 


Tab. 1. Zeitdauer, nach welcher ca. 90% der Zellen der Schnittmitte abgestorben 
sind. 





Kon. | Art der Salzlésungen 
Objekt und Zellart zentra- | 0,8m NaCl 4 


pie NaCl KCl CaCl | .9m CaCl, 





Carduncellus, E 07 | <4d ‘a Uf See 
Carduncellus, S | Or | toh | 7h <5d | - 
eR Se aes | 0,7 | >60h | ))3%d | ae 
Zollikoferia, E. ; a] | 60-85h| >6a | _ 
Peganum, ,,K.‘ | 4,7 | <65-85h | <50—70h | >3%d 


Peganum, ,,L.* ey | 25—30h | >2d 3d 


Peganum, S ae | <40—65h | — <72h 


E.=Epidermiszellen; S.=Stomatazellen; .K.“ = .Kleinzellen*; .L.“ = ,Lang- 
zellen*; — = nicht untersucht oder nicht sicher beobachtbar 


Absterbehaufigkeitskurve bewirken, daf bei der Wahl eines anderen Pro- 
zentsatzes toter Zellen zum Vergleich der einzelnen Salzwirkungen signi- 
fikantere Unterschiede fiir die betreffenden Zeiten folgten. 

Ein weiteres Anzeichen von Schadigungen geringeren Ausmafes stellen 
wohl auch Anderungen des Protoplastenvolumens dar, so- 
fern diese nicht unmittelbar nach dem Ubertragen des Materials aus der als 
Vorplasmolytikum dienenden Glucose in die betreffende Salzlésung auf- 
treten, also durch geringe Anisotonie der beiden Lésungen verursachi sind. 
Diese Volumanderungen des Protoplasten kénnen in einer Kontraktionsver- 
groRerung (,fortschreitende Plasmolyse“ de Vries 1885, 
p. 567/416 f.) oder in einer Volumzunahme (De plasmolyse) bestehen. 
Sie sind bereits wiederholt beschrieben (Lit.: Le peschkin 1937, p. 30), 
und es wurde auch versucht, die zeitlichhe Anderung der Protoplasten- 
permeabilitat wahrend des schadigenden Einflusses genauer zu erfassen 
(Osterhout 1922b). 


Die fortschreitende Plasmolyse ist wohl stets aus einer pathologischen Per- 
meabilititserhGhung des Plasmamantels fiir die im Zellsaft gelésten osmotisch 
wirksamen Stoffe zu erklaren und stellt damit immer einen Beweis fiir eine ein- 
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getretene Schaddigung der Zelle dar. Bei der Bewertung der Deplasmolyse als Indiz 
fiir eine Alteration wird vorerst zu beurteilen sein, ob die sie verursachende 
Permeabilitat fiir das betreffende Salz erst durch dessen spezifische Wirkung ent- 
standen ist, oder ob der Protoplast schon von vornherein fiir das in der Aufen- 
lésung dargebotene Salz durchlissig ist. Von einer schidigenden Einwirkung eines 
Salzes kann man wohl erst in jenen Fallen sprechen, in welchen die an sich vor- 
handene Salzpermeabilitaét durch die Salzwirkungen verandert wird (vgl. Fitting 
1915, p. 18; Héfler 1919) oder iiberhaupt erst durch diese entsteht. 

Sieht man von der Méglichkeit einer Anatonose (vgl. I] j in 1923) und von einer 
Beteiligung nicht-osmotischer Vorginge (vgl. Prell 1955) ab, so laRt sich die 
fortschreitende Plasmolyse aus einer Exosmose von Zellsaftbestandteilen mit oder 
ohne gleichzeitigem Eindringen der in der Aufenlésung vorliegenden Substanz in 
die Vakuole erklaren, wobei im ersteren Falle unter den extremen Verhialtnissen 
bereits hoher Durchlassigkeit der Protoplastenhaut die Oberflachenspannung fiir 
die Schnelligkeit der Kontraktion des Protoplasten mafgebend wire (vgl. 
Lepeschkin 1908, p. 201), wahrend bei Impermeabilitat fiir die Substanzen 
der Aufenlésung allein der Stoffaustritt aus der Vakuole deren Kontraktion be- 
stimmen wiirde. Umgekehrt lieRe sich Deplasmolyse aus einem alleinigen oder doch 
zumindest iiberwiegenden Stoffeintritt in die Vakuole verstehen. Bei Realisierung 
der letzteren Méglichkeit miifte nach der Ausdehnung des Protoplasten dessen 
neuerliche Kontraktion zu beobachien sein, da nach dem Erreichen der gleichen 
Partialkonzentrationen fiir die in der Aufenlésung einerseits und der Vakuole 
andererseits vorliegenden Stoffe zu beiden Seiten des Plasmamantels sogleich wie- 
der die Oberflachenkriafte der Protoplastenhaut wirksam werden miiften. Ein 
derartiges Verhalien konnte aber nirgends beobachtet werden, und die beim Zelltod 
schlieBlich erfolgende, meist immer plétzlich einsetzende Koagulation spricht eher 
fiir einen momentanen Zusammenbruch der Plasmastrukturen und der damit ver- 


bundenen Ejigenschaft der Semipermeabilitat. 

Es wird daher die deplasmolytische Wiederausdehnung des Protoplasten wohl 
als Hinweis fiir eine pathologische Permeabilitaétserh6hung allein in der Richtung 
von aufen nach innen zu werten sein, wahrend eine Verstarkung der plasmoly- 
tischen Kontraktion stets eine Steigerung der Durchlassigkeit fiir vakuoleneigene 
Stoffe anzeigt, ohne daf ein gleichzeitiges Eindringen von Substanzen der Aufen- 
lésung von vornherein ausgeschlossen werden darf. 


Bei den hier untersuchten Objekten lat sich sowohl forischreitende 
Plasmolyse als auch Deplasmolyse beobachten; auf beide folgt nach einem 
mehr oder weniger langen Zeitintervall das Absterben der Zelle. 

Unter den gepriiften Epidermiszellen zeigen nur die Protoplasten von 
Peganum in der Mischlésung NaCl + CaCl, 55h nach dem Ubertragen und 
in reiner CaCl,-Lésung etwas spater die dann noch iiberlebenden Tono- 
plasten fortschreitende Plasmolyse: diese erfolgt beim gleichen Objekt 
auch in KCl bei den Zellen des Schnittrandes, wahrend hingegen in der 
Schnittmitte spater Deplasmolyse einsetzt. Fiir Carduncellus wurden in 
jeder der gepriiften Salzlésungen keine wesentlichen Anderungen des Plas- 
molysegrades gefunden; auch Zollikoferia in CaCl, (vgl. Lindner 1950, 
p. 524) und die Protoplasten der ,,Kleinzellen* von Peganum in der Schnitt- 
mitte zeigen in NaCl keinen auffalligen Volumwechsel, wohingegen bei 
letzterem Objekt am Schnittrand Kontraktionen des Protoplasten beob- 
achiet werden. In CaCl,-Lésungen dehnen sich allein die Protoplasten von 
Zilla aus. 
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Die Stomatazellen der fiir eine Beobachtung geeigneten Objekte (Car- 
duncellus, Peganum) deplasmolysieren in jeder der gepriiften Lésungen 
friiher oder spater und bleiben in CaCl,-Lésungen stets am langsten plas- 
molysiert. 

Ob bei vorzeitigem Absterben vereinzelter Zellen in jenen Lésungen, 
die eine spaitere Kontraktion bewirken, unmittelbar vor dem Zelltod De- 
plasmolyse einsetzt, wurde nicht gepriift. Die nach fortschreitender Plasmo- 
lyse stark kontrahierten Zellen sterben andererseits durchweg ohne eine 
unmittelbar vorhergehende Wiederausdehnung ab. 

Die inneren Faktoren, welche dafiir mafgebend sind, ob die Permeabili- 
tit des Protoplasten fiir den Stoffdurchtritt in der Richtung von aufen zum 
Zellinneren erhéht wird oder aber auch bzw. allein jene fiir die in der 
Vakuole vorhandenen Stoffe in der Richtung von innen nach auften, sind 
noch unbekannt. Zweifellos spielt hiebei auch das Ausmaf der Schuiz- 
wirkung der auferen Plasmahaut gegeniiber dem Eintritt des Salzes in 
das Protoplasma (Intrabilitat) eine wichtige Rolle (vgl. Rep p 1955). 

SchlieBlich sei innerhalb der Veranderungen, die das Protoplasma durch 
die Salzwirkung erfahrt, noch besonders die Kappenplasmolyse hervor- 
gehoben, da sich bei dieser Aufquellung des lebenden Cytoplasmas die 
antagonistische Wirkung der Alkali- und Erdalkalisalze im Sinne der 
Kolloidchemie voll bestatigen laft. Das Auftreten der Kappenplasmolyse 
wurde an Glycophyten (Allium cepa, Gentiana austriaca u. a.) studiert, 
wihrend die halophytische Suaeda maritima in Alkalisalzlésungen keine 
Kappenplasmolyse zeigt (vgl. Hoéfler und Weixl-Hofmann 1939, 
p. 421). 

Das Protoplasma der hier untersuchten Pflanzen besitzt hinsichtlich 
seiner Salzquellbarkeit ein diesem Halophyten ahnliches Verhalten, indem 
die hyaline Plasmaaufquellung, wie sie fiir die Kappenplasmolyse charak- 
teristisch ist, nur selten zu beobachten bleibt. Sie fehlt bei Zollikoferia 
vollstandig und tritt auch bei Zilla nur in einer einzigen Zelle als Aus- 
nahme auf. Bei Carduncellus und Peganun sind hyaline Plasmakappen 
haufiger, besitzen aber noch nicht die Regelmafigkeit, mit welcher sie sich 
z. B. bei der Zwiebelschuppenepidermis von Allium Cepa einstellen. 

Uber die Kausalkette und die Entstehung dieser Alterationen sowie die 
Faktoren, welche je nach der verschiedenen Art und Starke der Einwirkung 
die zwischen den einzelnen Salzlésungen bestehenden Unterschiede der 
Lebensdauer resultieren lassen, liegen noch keine naheren Hinweise vor. 


b) Cytomorphologische Alterationen 


Die bei Plasmolyse eintretenden Veranderungen kénnen entweder den 
Zellinhalt als Ganzes betreffen oder nur an dessen einzelnen lebenden 
Bestandteilen zu beobachten sein. Unter letzteren ist besonders das Cyto- 
plasma mit seinen kleineren Einschliissen (Sphirosomen, Granula, kleine 
Vakuolen usw.) zu mannigfaltigen Veranderungen befahigt, wohingegen 
die Alterationen von Zellkern sowie, soweit vorhanden, Plastiden oft we- 
niger eindriicklich sind und auch nur eine geringere Zahl von Varianten 
zu zeigen vermoégen. 





E. Stadelmann 


1. Alterationen des Zellinhaltes als Ganzes 


Der Zellinhalt erfahrt durch die Plasmolyse neben Anderungen seiner Grife, 
die aus dem osmotischen Wasserentzug folgen, vor allem einen Gestaltwechsel, so 
daf sich der Protoplast mit einer mehr oder weniger charakteristischen, von ver- 
schiedenen Faktoren abhingenden Plasmolyseform prisentiert, die ihrerseits meist 
zeitlichen Veranderungen, welche unter geeigneten Bedingungen (giinstige Zellform, 
hohe Adhiasion) zur Ausbildung von Teilprotoplasten fiihren kénnen, unterworfen 
ist. Der Protoplast hebt sich bei Plasmolyse nur selten gleich zu Beginn der Kon- 
traktion von allen Teilen der Zellwand ab, vielmehr kommt es zur Ausbildung be- 
stimmter Plasmolyseorte, welche fiir die in der betreffenden Zelle herrschenden 
Verhaltnisse charakteristisch sein kénnen, und deren Lage und Ausdehnung mit 
der Zeit Anderungen erfahrt. Bei der Ausbildung von Plasmolyseort und -form 
sind besonders Viskositat, Wandhaftung, Oberflachenspannung des Protoplasten, 
Plasmadicke sowie gelegentlich cytogenetische Faktoren und natiirlich alle jene 
Aufenbedingungen, welche diese Eigenschaften zu andern vermégen, mafgebend 
(Lit: Stadelmann 1956a, p. 79f.). 


Die an den hier untersuchten Objekten zu beobachtenden Plasmolyse- 
orte ergeben sich meist nur durch das Rundungsbestreben des Protoplasten, 
wobei die Membranhaftung 
zu Beginn der Kontraktion 
bei der Vorplasmolyse rasch 
iiberwunden wurde. Eine 
auffallende Ausnahme bil- 
@ 3 c den dabei nur die Stomata- 
Abb. 2. Plasmolyseorte bei Stomatazellen (Blatt- zellen von Peganum, bei 
unterseite von Peganum Harmala). a nach 5h welchen namlich die Stellen 
in Mischlésung 0,9m CaCl, +0,8m NaCl; b nach_ der primiren Loslésung des 
28h in 1,7m CaCl; ¢ nach 6h in 1.7m CaCl. Protoplasten von der Wand 
durch zelleigene Faktoren 
bedingt sein diirften. Negative Plasmolyseorte sind dabei jene Teile 
der Bauchwand, an denen die beiden Stomatazellen direkt aneinander- 
grenzen. Durch diese Auffassung kénnen die beobachteten Plasmolyse- 
formen und insbesondere die hier offenbar erstmalig gefundene Ab- 
hebung des Protoplasten vom Zentralteil der Bauchwand (vgl. Abb. 2), 
welche bisher in ihrer ganzen Ausdehnung als negativer Plasmolyseort 
galt (vgl. Weber 1925, p. 689; 1929, p. 586), als aus der Viskositat und 
dem Rundungsbestreben resultierend interpretiert werden. Dies gilt auch 
fiir jene verhalinismafig selteneren Falle, bei welchen sich der Protoplast 
zuerst ebenfalls vom Zentralteil der Bauchwand abhebt und erst nachher 
langsam auch von ihren anderen Partien loslést, wobei seine hantelfé6rmige, 
stark eingeschniirte Gestalt keinen wesentlichen Wechsel erfahrt. Die Salze 
scheinen dabei keine Veranderungen dieser charakteristischen Protoplasten- 
formen zu bewirken, da diese auch nach dem Ubertragen aus der Glucose- 
lésung, in welcher sie entstanden waren, bis zum Einsetzen einer Deplas- 
molyse in allen benutzten Salzlésungen erhalten bleiben. 


Immerhin ist diese Begrenzung der Plasmolyseorte bei Stomatazellen 
innerhalb der hier untersuchten Arten auf Peganum beschrankt, da z. B. 
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bei Zollikoferia wieder die gesamte Lange der Bauchwand negativer Plas- 
molyseort ist. 


Die Plasmolyseform strebt bei den Epidermiszellen der gepriif- 
ten Objekte stets dem Zustand der Endplasmolyse zu, wobei die Run- 
dungszeit von Zollikoferia in Glucose um die Hilfte kleiner ist als ihr 
Durchschnittswert bei den iibrigen Objekten. Scheint hiebei auch haupt- 
sichlich die Viskositat des Plasmas bestimmend zu sein, so waren zur ge- 
naueren Beurteilung noch die anderen fiir die Plasmolyseform in Frage 
kommenden Faktoren (vgl. Schaefer 1955, p. 423f.) zu untersuchen. 
Nach dem Uberiragen in die Salzlésungen erfolgt wegen der leichten An- 
isotonie zunachst eine geringe Deformation der Kuppen. Die Zeit bis zum 
neuerlichen Erreichen der Endplasmolyseform variiert stark und laBt 
keine klare Korrelation zur Art des Plasmolytikums erkennen. Fiir lan- 
gere Verzégerungen lassen sich wohl sekundire 
Komplikationen, die sich aus der Salzwirkung 
ergeben, annehmen. Insbesondere wenn fortschrei- 
tende Plasmolyse einsetzt, ist vielleicht daran zu 
denken, daf durch die dauernden Volumverklei- 


nerungen im Zusammenwirken mit lokalen Unter- 2 


schieden der Viskositat des Plasmamantels De- 
formationen einsetzen, die zunachst nur unvoll- 
standig durch dessen Oberflachenkrafte ausgegli- 
chen werden kénnten und erst unmittelbar vor 


Abb. 3. Orientierung von 
Plasmafaden lings der 
Oberflaiche von Proto- 
plasten (a als Radius, 
b als Sekante) und de- 


dem Erreichen des Endvolumens wieder zur 
idealen Rundung fiihren. Eine solche Méglichkeit 
ist vielleicht bei den ,,Kleinzellen® von Peganum 
in der KCl-Lésung realisiert. 

Voriibergehende spharische Auswé6l- 
bungen des Protoplasten, die meist durch Plas- 
mafiaden lings seiner Oberflache umgrenzt sind, 
waren hauptsachlich bei Carduncellus zu beobachten. Sie erinnerten zwar an 
die bei Kerbplasmolyse (Hf ler 1918, p. 155) an den Plasmakuppen auf- 
tretenden Deformationen, doch sind diese nie so stark und es fehlt auch 
die fiir die Kerbplasmolyse meist typische Asymmetrie der Auswélbungen. 
Die Plasmafaden kénnen auf der Protoplastenkuppe entweder als Radius 
oder als Sekante orientiert sein (vgl. Abb. 3). Ob bei der Ausbildung die- 
ser spharischen Auswélbungen Anderungen des gesamten Protoplasten- 
volumens erfolgten, insbesondere ob es sich dabei um eine geringfiigige 
Deplasmolyse handelt oder nur ein Volumausgleich fiir eine allfallige, 
durch die Plasmafadenbildung bedingte leichte Verflachung der ganzen 
Kuppen vorliegt, lie8 sich nicht entscheiden. 


ren sphiarische Auswédl- 

bungen (Epidermiszellen 

der Blattbasisoberseite 

von Carduncellus erio- 

cephalus, 1%h in 0,7m 
KCl). 


2, Alterationen des Plasmas 


Die Verainderungen des Cytoplasmas (worunter hier das Grundplasma 
im Sinne von Frey-Wyssling 1955, p. 5, verstanden sein soll) mit 
seinen kleinen unmittelbar sichtbaren Einschliissen bei Plasmolyse resul- 
tieren teils durch die aus der Volumverkleinerung entstehenden Ober- 
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flichen und/oder Zugkriften auf den Plasmamantel, teils durch spezifische 
chemische und physikochemische Einwirkungen des Plasmolytikums und 
sind sehr vielfaltig. 

Bevor daher im folgenden auf jene durch die hier angewandte lang- 
dauernde Salzplasmolyse entstehenden Alterationen des Plasmas einge- 
gangen wird, soll zunachst versucht werden, eine allgemeine Klassifikation 
fiir die bei Plasmolyse beobachtbaren Veranderungen des Plasmas auf- 
zustellen, die als erster Entwurf vielleicht noch der einen oder anderen 
Erganzung bedarf. 


aa) Ubersicht der plasmatischen V erinderungen 


Um die Merkmale, an Hand derer bei der Ordnung der cytoplasmati- 
schen Alterationen vorgegangen werden soll, deutlich zu zeigen, geht man 
am besten von einer typischen Plasmolyse aus: Das Cytoplasma umgibt 
dabei als in sich geschlossener Mantel die grofe Zentralvakuole. Seine 
AuRenoberflaiche liegt oft noch stellenweise der Zellwand an, oder ist, 
wo abgehoben, direkt von der Aufenfliissigkeit umspiilt und vermag dort 
die verschiedensten Formen auszubilden, indem sie z. B. Hechtsche Faden 
und Plasmafortsaétze in den Vorraum hinausspannt. Andererseits kann 
auch die an die Vakuole grenzende Plasmaoberflaiche Zungen oder bis- 
weilen sehr zahlreiche Plasmafaden und -lamellen in den Zellsaftraum 
oder durch diesen hindurch entstehen lassen. In allen diesen Fallen handelt 
es sich aber um Umformungen, welche meist mit der flachenmafigen Ver- 
gréRerung einer ja bereits vorhanden gewesenen Oberflaiche einhergehen. 
Mit der Zeit kénnen solche Plasmafaden und -lamellen Querverbindungen 
ausbilden, was in der Vakuole schlieflich zur Aufteilung des Zellsaft- 
raumes in ein mehr oder weniger grobschaumiges Gebilde zu fiihren ver- 
mag. Auch die Oberflachen des diese Septen umschlieBenden Cytoplasmas, 
die nun zwar in sich geschlossene Flachen darstellen, sind nur aus einer 
bisweilen wohl recht betrachtlichen Vergréferung der schon vordem be- 
stehenden Oberflache des Cytoplasmamantels zur Vakuole hin entstanden. 

Das Cytoplasma ist aber auch gegeniiber seinen Einschliissen, wobei in 
erster Linie an Kern und Plastiden gedacht wird, deutlich abgegrenzt, so 
daB sich auch dort Oberflaichen ausbilden. Aber auch jene kleinen und 
kleinsten vakuoligen oder granulairen Gebilde, die man stets im Plasma 
eingelagert findet und die mit dem Sammelbegriff Mikrosomen bezeichnet 
werden, sind hier zu beachten; wenn auch von sehr kleinen Ausdehnungen, 
heben sie sich doch vom umgebenden Cytoplasma meist gut ab, und dieses 
besitzt daher ihnen gegeniiber ebenfalls eine Oberflache. Hieher zahlen 
schlieBlich noch die bei gewohnlicher Lichtmikroskopie zu wenig hervor- 
tretenden Mitochondrien, die hier daher nicht in Betracht kommen, und 
an sich wire hier auch die Zentralvakuole selbst anzufiihren, wenn es 
nicht zweckmaBiger bliebe, sie wegen ihrer grofen Ausdehnung gesondert 
zu behandeln. 

Diese Einschliisse vermégen durch Plasmolyse ebenfalls Veranderungen 
zu erfahren, die entweder ihre Gestalt oder Gréfe anlangen und dann in 
einer Deformation, Verkleinerung oder Vergréferung der betreffenden 
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Oberflachen bestehen, oder es finden Verlagerungen dieser Ein- 
schliisse innerhalb des Cytoplasmas statt, die zu deren Ansammlung an 
bestimmten Stellen des Plasmamantels fiihren kénnen. Die gelaufigste 
Erscheinung dieser Art stellt die Systrophe dar, bei welcher sich Plastiden 
um den Kern anhaufen, doch kénnen auch die kleineren Einschliisse des 
Plasmas solche Ansammlungen zeigen. 

Neben der Anderung der Gestalt und Oberflichengréfe dieser Proto- 
plasmabestandteile ergibt sich hier also als neue Méglichkeit einer Altera- 
tion deren bloRe Verlagerung innerhalb des Cytoplasmas. 

Nach langerer Plasmolyse treten im Plasma oft Veranderungen der 
Granulation ein, indem diese zu- oder abnimmt, bisweilen kommen auch 
Vakuolisierungen oder Entmischungen im Cytoplasma vor. Diese Phano- 
mene betreffen wiederum Alterationen von Oberflachen, die innerhalb des 
Plasmamantels liegen. Hiebei lassen sich zwei Méglichkeiten annehmen, 
die wohl beide realisiert werden kénnen: Entweder bilden sich im Falle 
einer Entmischung spontan neue Vakuolen im Cytoplasma aus, oder 
es vergréRern sich nur die Oberflachen der im Plasma bereits vorhandenen 
Vakuolen. Auch die Zu- oder Abnahme einer Granulation, sofern sie 
nicht lokal durch eine Verlagerung der Granula bedingt ist, wird im wesent- 
lichen in einer Neubildung oder Auflésung einzelner Granula bestehen; 
in beiden Fallen handelt es sich hier im Gegensatz zu einer blofen Um- 
formung, Gréfenanderung oder Verlagerung von Oberflachen um deren 
vollige Riickbildung oder Neubildung. 

Lat sich allein aus diesen Veranderungen, d. h. einer VergréRerung, 
Verformung, Verlagerung, Neu- oder Riickbildung der Cytoplasmaober- 
fliche gegeniiber dem Aufenraum, der Vakuole und den verschiedenen 
anderen Ejinsdhliissen, auch eine grofe Zahl der bei Plasmolyse erfolgenden 
Alterationen beschreiben, so kommen aber noch solche vor, die sich in einem 
Wechsel der optischen Dichte oder der Lichtabsorp- 
tion des Cytoplasmas selbst manifestieren, wie dies etwa beim 
Hyalinwerden der stark gequollenen Plasmakappen bei Kappenplasmolyse 
der Fall ist. Es kénnen aber auch nur eng begrenzte Anteile des Plasma- 
mantels, die durch Quellung oder Plasmaansammlung an Volumen starker 
zugenommen haben, einen solchen Wechsel des optischen Aspektes zeigen, 
wobei keineswegs immer eine neue Oberflache gegen die unalterierten 
Plasmateile hin entstehen muff, sondern es sich auch um stetige Ubergange 
handeln kann. Nicht hieher zu rechnen sind aber jene Anderungen des op- 
tischen Eindruckes meist nur bestimmter Plasmaareale, die allein dadurch 
entstehen, daB sich Granulation auflést, neubildet, ansammelt oder weg- 
wandert, da hiebei die ersten beiden Falle eine Riick- bzw. Neubildung von 
Oberflachen darstellen, wahrend die beiden letzten Méglichkeiten blo eine 
Verlagerung von Oberflachen bedeuten, ohne daff die optischen Eigen- 
schaften des Cytoplasmas selbst hiebei wechseln miiften. 

Diese verschiedenen Kriterien hinsichtlich der Veranderung von Ober- 
flachen oder dem Wechsel von Lichtbrechungsvermégen und/oder Absorp- 
tion des Cytoplasmas sollen nun zur Ordnung der zahlreichen bei Plas- 
molyse méglichen Alterationen herangezogen werden, die allerdings ent- 
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sprechend der Wahl der Merkmale rein deskriptiv bleiben muf und die 
Atiologie der einzelnen Phinomene nicht beriicksichtigt. Erschwerend fiir 
die Beurteilung einzelner Stadien ist dabei der Umstand, daft sich bis- 
weilen kaum eindeutig erkennen laBt, ob die betreffenden Kriterien vor- 
liegen oder nicht, was insbesondere fiir die Neubildung von Oberflachen 
gelten kann, die sich nicht immer sicher von der blofen Vergréferung be- 
reits vorhandener Oberflachen abgrenzen lat. Auch ist stets zu bedenken, 
da die einzelnen Stadien der Alteration meist nur wahrend einer mehr 
oder weniger langen Zeitspanne andauern, um dann von anderen abgelisi 
zu werden, bis der Zelltod dieser Aufeinanderfolge ein Ende setzt. 

Als Haupteinteilungsprinzip der folgenden Klassifikation wird die Ver- 
schiedenartigkeit der Veranderungen der Cytoplasmaoberflache gewahlt, 
indem solche Alterationen, bei welchen keine villige Neu- oder Riickbildung 
von Oberflachen vorkommt, getrennt werden von jenen, bei welchen dies 
der Fall ist. Zur weitergehenden Unterteilung dienen dann das Vorhanden- 
sein oder Fehlen von deutlichen Volumanderungen und Wechsel oder Gleich- 
bleiben der optischen Qualitaten des Cytoplasmas. 


a) Alterationen des Cytoplasmas, die nur mit einer 
Veranderung der Lage (Verlagerung), Ausdehnung 
oder Grée bestehender Oberflachen verbunden 
sind 


aa) Mit keiner oder nur relativ geringfiigiger Anderung des Cytoplasma- 
volumens 


Abgesehen von der blofen Ansammlung des Plasmas an be- 
stimmten Arealen des Plasmamantels, zihlen hieher zahlreiche Umformun- 
gen seiner die Vakuole begrenzenden Oberflache (von K iister 1951, p. 5 
als Konfigurationen bezeichnet) und die den Zellsaftraum durch- 
ziehenden Plasmafaden und -bander, die bei entsprechender Dichte 
eine schaumige Kammerung der Vakuole ergeben. Bisweilen 
dringen auch Plasmazungen und Plasmatentakel in die Va- 
kuole vor (vgl. Kiister 1927, p. 75f.). Zu den hier anzufiihrenden Bil- 
dungen der auferen Plasmaoberflache gehéren die Hechtschen F a- 
den, Ausgliederungen des Cytoplasmas, die sich bisweilen 
auch vom Plasmamaniel lostrennen kénnen (vgl. Yotsuyanagi 1953, 
p. 148). Ebenfalls hier einzureihen sind die als Plasmaamében be- 
zeichneten Zusammenballungen von Cytoplasma (vgl. K iister 1910, p. 279; 
Germ und Kietreiber 1956, p. 234), die sich in lebhaften Bewegungen 
befinden. Auch die Systrophe (Lit: Stadelmann 1956a, p. 97 f.) 
zihlt mit den Stadien ihrer typischen Ausbildung hieher, wenngleich eine 
begrenzte Volumzunahme des Plasmas dabei von vornherein nicht aus- 
geschlossen werden darf. Sie vermag in ihrem Verlauf bisweilen durch sehr 
feine und eng aneinanderliegende Plasmafaden, offenbar aus dem Zell- 
saftraum, kleinste Vakuolen in grofer Zahl abzuschlieBen (Germ und 
Kietreiber 1956, p. 227f.). 

Als typische Verlagerungen innerhalb des lebenden Plasmas sind 
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schlieRlich die Entmengungen (Balbach 1936, p. 162; Germ und 
Kietreiber 1956, p. 225) anzufiihren, die in einer Trennung von hyali- 
nem und gekérntem Plasma bestehen. Eine solche Trennung kann z. B. bei 
Kappenplasmolyse zur Lakunenbildung in den Plasmakappen 
(Kaiserlehner 1939, p. 593) fiihren. 

Alle diese Alterationen erfolgen wohl ohne auffillige Verainderung der 
optischen Eigenschaften des Cytoplasmas selbst. 


fp) Mit auffalligen Anderungen des Cytoplasmavolumens 


Hiebei handelt es sich in erster Linie um die Volumzunahme (Aufquel- 
lung) des Cytoplasmas, die auf bestimmte Areale begrenzt bleiben kann 
oder die gesamte Plasmamasse zu erfassen vermag; sie ist meist nur zu- 
sammen mit dem Auftreten neuer Grenzflachen zu beobachten (Vakuoli- 
sierung, Granulation), so da die betreffenden Phainomene erst spiater ein- 
zuordnen sind. Hier zu erwahnen ist allein die typische Ausbildung der 
Kappenplasmolyse (Héfler 1928; Lit.: Stadelmann 1956a, 
p. 89), bei welcher es sich um eine meist sehr starke Volumvergréferung 
des Cytoplasmas durch Aufquellung handelt, wobei zwar dessen optische 
Eigenschaften verandert werden (Hyalinwerden der Kuppen), aber vollige 
Neuentstehung oder Riickbildung von Grenzflachen nicht wesentlich in Er- 
scheinung treten diirfte. 


f) Alterationen des Cytoplasmas mit Entstehung 
neuer oder vélliger Auflésung alter Oberflachen im 
Cytoplasma 


Neue Oberflaichen treten bei der Granulabildung, die bei der Ent- 
stehung oder der Verstarkung einer bereits vorhandenen Granulation ein- 
setzt, auf. Spater vermag sich die ja nur sehr kleine Cytoplasmaoberflache 
gegeniiber den einzelnen Granula bei deren Anwachsen oder Umbildung 
zu Vakuolen stark zu vergréfern. Diese Einschliisse kénnen dann bei 
einem als Entmischung bezeichneten Vorgang weiterhin stark an 
Volumen zunehmen, die verschiedenartigsten Formen zeigen und dabei 
manchmal zu schaumigen oder wabigen Bildungen im Cytoplasma, die 
bereits einen starkeren Grad von Schadigung anzeigen, fiihren. 

Werden bei der Entstehung jeder dieser zumindest anfanglich in sich 
geschlossenen Oberflachen nur jeweils sehr kleine Bezirke des Cytoplasmas 
betroffen, so vermag es andererseits auch zur Bildung einer einzigen oder 
nur weniger neuer Oberflachen durch gréfere Gebiete des Plasmamantels 
zu kommen, die bisweilen um dessen ganzen Umfang reichen. Letzteres ist 
z. B. bei den unter bestimmten Verhaltnissen zu beobachtenden R est i- 
tutionsmembranen (Lit.: Kiister 1951, p. 767f.; Stadelmann 
1956a, p. 96), der Tonoplastenbildung, bei welcher die auferen 
Plasmaschichten absterben, der Abgliederung von Plasmalinsen, 
die im folgenden zu beschreiben ist, und wohl auch bei den schlieren- 
artigen Gebilden, die in gequollenem Plasma vorkommen kénnen 
(Kaiserlehner 1939, p. 592), der Fall. 

Eine Riickbildung von Oberflachen erfolgt z. B. bei der 
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meist lokalen Enistehung hyalinen Plasmas, falls diese nicht auf einer Ab- 
wanderung der Granulation beruht (vgl. Lanz 1942, p. 404), und liegt 
méglicherweise auch bei der Bildung der Hyaloplasma-Amében vor, welche 
bei Systrophe bisweilen entstehen (vgl. Germ und Kietreiber 1956, 
p. 234f.). Durch rechizeitiges Ubertragen der Objekte in ein geeignetes 
Medium lassen sich innerhalb gewisser zeitlicher Grenzen die zuvor ange- 
fiihrten Neubildungen von Oberflachen wieder riickgangig machen. 

Mit diesen Alterationen kann eine begrenzte Zu- oder Abnahme des 
Cytoplasmavolumens verbunden sein, was wohl besonders bei der Aus- 
bildung von Hyaloplasma-Amében und der Abgliederung von Plasma- 
linsen anzunehmen ist. 


Anderungen von Lichtbrechungsvermégen oder Farbe des Cytoplasmas 
im Zusammenhang mit diesen Alterationen treten oft auf [vgl. Anderungen 
des Lichtbrechungsvermégens bei Kappenplasmolyse: H 6 f le r 1928, (p. 75); 
bei Hyaloplasma-Amében: Germ und Kietreiber 1956, p. 236]. 


bb) Die beobachteten plasmatischen Alterationen 


Die Diskussion dieser Phinomene soll in der bei der Klassifikation be- 
nutzten Reihenfolge geschehen, so daf zunichst die ohne Neuentstehung 
von QOberflachen und ohne Volumzunahme des Cytoplasmas sich ausbil- 
denden Plasmafiaden sowie die Verlagerung und Vergréferung der bereits 
vorhandenen Granulation anzufiihren ist. Innerhalb der anschlieRend be- 
handelien Erscheinungen, die mit einer Volumzunahme des Cytoplasmas 
einhergehen, treten bei den granularen Aufquellungen, der Plasmalinsen- 
bildung und den unregelmafigen granularen Aufquellungen bereits Neu- 
entstehung von Cytoplasmaoberflachen auf, deren Vorkommen auch in 
ungequollenem Plasma anschlieRend kurz erwahnt wird. 

Da die Plasmafaden ja bereits bei der Vorplasmolyse, die bei den ein- 
zelnen Versuchen von unterschiedlicher Dauer ist, entstehen, ist Vorkom- 
men, Zahl und Bestandigkeit der Hechischen Faden kaum durch die Salz- 
einwirkungen bestimmt. Das véllige Fehlen bei Zilla hangt vielleicht 
damit zusammen, daf dort die Kontraktion wahrend der Vorplasmolyse 
nur schwachere Grade als bei den anderen Objekten erreichie; doch wire 
im Zusammenhang mit dem seltenen Auftreten der Faden bei Zollikoferia 
vielleicht auch an einen protoplasmatisch bedingten Unterschied zu denken, 
da bei beiden Objekten die Epidermis von Achsabschnitien stammt, wah- 
rend bei Carduncellus und Peganum die Blattepidermis untersucht wurde. 

Auch Plasmafiden, die sich als eine strangférmige Ansammlung 
von Plasma auf den Protoplastenkuppen zu bilden vermégen (vgl. K ii- 
ster 1910, p. 279: Germ 1932, p. 610 f.), wurden ebenfalls nur bei Cardun- 
cellus und Peganum beobachiet. Diese Faden treten kurz nach Beginn der 
Salzwirkung auf und verschwinden nach einiger Zeit wieder voéllig, um 
von anderen Alterationen gefolgt zu sein. Die Faden sind besonders an 
den in ihnen angehauften kleinsten Einschliissen und Vakuolen zu er- 
kennen und in ihrem Verlauf zu verfolgen; verzweigen sie sich starker, so 
kénnen sie an der Protoplastenoberflache eine netzférmige Felderung be- 
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wirken, bei der die einzelnen Felder durch die Breite der Faden deutlich 
voneinander getrennt sind. 

Bei den Verianderungen, welche die lichtmikroskopisch unmittelbar er- 
faRbare Granulation durch Salzplasmolyse erfahren kann, wird stets 
deren heterogene Zusammensetzung zu beriicksichtigen sein. Die Kérnung 
setzt sich aus zwei Komponenten, den Sphirosomen, die permanente plas- 
matische Einschliisse darstellen, und den Fett- oder Lipoidtrépfchen ephe- 
meren Charakters, die vielleicht als Reservestoffe dienen, zusammen (vgl. 
Perner 1953; Héfler 1957). Da eine Unterscheidung zwischen diesen 
beiden Arten von Grana bei gewoéhnlicher Lichimikroskopie kaum méglich 
ist (vgl. auch Kaiserlehner 1939, p. 591), kann hier nur die Gesamt- 
verinderung beurteilt werden, ohne die Anteile der einzelnen Fraktionen 
zu erfassen. 

Die Alterationen der Granulation, bei welchen es sich nicht um eine 
vollige Neuentstehung von Oberflachen handelt, kénnen nur in einer Ver- 
lagerung der vorhandenen Grana innerhalb des Cytoplasmas sowie in 
deren Volumzunahme bestehen. Um erstere wird es sich wohl bei den 
systrophischen Ansammlungen handeln, bei welchen der gréfte Teil der 
Grana auf ein bestimmies, meist scharf begrenztes und relativ kleines 
Areal des Protoplasmamantels konzentriert ist, wo sich manchmal auch 
der Zellkern deutlich erkennen laft. Diese Stelle liegt anfangs iiberwiegend 
in den der Zellwand anhaftenden Partien des Plasmaschlauches auf der 
den subepidermalen Zellen zugewandten Seite, wobei sich dort auch das 
offenbar leicht gequollene Plasma anhauft. Spater wandert diese Ansamm- 
lung meist an die Kuppen und wilbt sich als Prolaps gegen den Vorraum 
(vgl. Lanz 1942, p. 389). 

Bei gequollenen Plasmakappen kann die Granaanhaufung in diesen 
liegen (vgl. Abb. 4a), kommt aber nie in den unregelmafigen Plasmaauf- 
quellungen, die erst nach langerer Zeit als wohl stark nekrotische Verian- 
derungen auftreten, oder in den hyalinen Plasmalinsen vor, sondern liegt 
in solchen Zellen dann immer in den noch nicht derart alterierten Teilen 
des Plasmamantels (vgl. Abb. 7 a bis 7 c). 

Wenngleich die S y st rop he eine allgemeine Reizreaktion auf die Plas- 
molyse darstellt (vgl. Germ 1932, p. 569), zeigt sie doch je nach den ver- 
schiedenen Salzlésungen, in welche die Objekte gelangen, gewisse Unter- 
schiede. So erfolgt, auer bei Carduncellus, die Ansammlung der Granula 
bei jenen Schnitten, die in CaCle liegen, meist deutlich verzégert oder 
weniger intensiv als in Alkalisalzen. Eine solche Verspatung der Systrophe 
in CaCle wurde auch bei anderen Objekten beobachtet und in Zusammen- 
hang mit der verfestigenden Wirkung des Ca-Ions gebracht (Germ 1933, 
p. 535). Auflésung der Systrophe findet sich allein bei Carduncellus und 
Zilla und nur in NaCl. 

Eine Vergréferung der einzelnen Grana fihrt zunachst zu 
trépfchenartigen Vakuolen und schlieBlich zu schaumigen Strukturen, wenn 
namlich die Plasmateile, welche die einzelnen Trépfchen voneinander tren- 
nen, zu diinnen Lamellen reduziert sind. Solche vakuolige und schaumige 
Strukturen treten bei Carduncellus in NaCl und KCl auf und stellen dort 
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wohl das Resultat einer durch die Einwirkung dieser Salze hervorgerufenen 
Intensivierung der Entmischung dar. 


Solange die Granula in der Vakuolenumhiillung mehr oder weniger diffus ver- 
teilt vorliegen, wird auch bei sonstigen nekrotischen Veraénderungen des Plasmas als 
Vakuolenhiille stets eine vollsténdige Plasmaschicht und nicht allein die Tono- 
plastenhaut anzunehmen sein. 


Die geringste noch sichtbare Volumzunahme der zunichst prall ge- 
spannten und abgesehen von allfalligen systrophischen Ballungen an den 
Kuppen als diinne Linie erkennbaren Plasmahaut zeigt sich als feine Un- 
regelmafigkeit ihrer inneren Kontur, indem diese leichte Deformationen 
erleidet, was zu einer sehr geringen, begrenzten und lokal stark unter- 
schiedlichen Aufquellung der Plasmahaut fiihrt. Diese Erscheinung, die 
pur bei Carduncellus (in KCl) und Peganum (in NaCl und CaCl,) beob- 
achtet wurde, tritt nur voriibergehend auf, und die Konturen des Plasma- 
mantels werden spater wieder glatt oder es erfolgt die Rundung der inneren 
Plasmakonturen durch eine gleichmafige und leichte Aufquellung der 
ganzen Kuppe. 

Erfolgt eine deutlich sichtbare Volumzunahme des Plasmas, so fallen 
bei den untersuchten Objekten hinsichtlich Struktur und Gestalt des ge- 
quollenen Plasmas besonders vier verschiedene Aspekte auf: 


. Hyaline Aufquellung der Plasmakuppen 


2. Granulare Aufquellung der Plasmakuppen 


. Abgliederung hyaliner Plasmalinsen und deren - 
Loslésung 


. Entstehung eng begrenzter unregelmafiger granu- 
larer Aufquellungen an den Kuppen. 


Diese unterschiedlichen Stadien entsprechen mit ihrer Reihenfolge der 
immer starker werdenden Alterationen wohl der zunehmenden Salz- 
wirkung, wobei natiirlich Ubergange besonders zwischen granularen Kap- 
pen und nur begrenzten granularen Aufquellungen vorkommen und es sich 
beim letzten Stadium wohl schon um Tonoplastenbildung handelt. 

Die meist zuerst einsetzende Aufquellung besteht vorwiegend in einer 
blofen Volumzunahme des Cytoplasmas, ohne daf dabei die Granulation 
verstarkt wiirde, so da ihre Dichte entsprechend der Vergréferung des 
vom gequollenen Plasma ausgefiillten Raumes zuriickgeht. Das Plasma 
sammelt sich meist als Kappe mit iiberwiegend gut gerundeten Aufen- und 
Innenabgrenzungen an den abgehobenen Protoplastenoberflachen an. Eine 
solche typishe Kappenplasmolyse (Héfler 1928; Lit.: Stadel- 
mann 1956a, p. 89f.) wird hier fast nur bei Carduncellus und Peganum 
in NaCl. und KCl-Lésungen beobadhtet (vgl. Stadel mann 1952, p. 334). 
Die rasch deplasmolysierenden Epidermiszellen von Zollikoferia und Zilla 
zeigen (mit einer einzigen Ausnahme bei Zilla) keine Kappenplasmolyse, 
was wiederum bestatigt, daf eine Impermeabilitat des Plasmas fiir Alkali- 
salze mit dessen Fahigkeit zur Aufquellung eng zusammenhiangt und auch 
vollig den bei der Zwiebelschuppenepidermis gefundenen Verhialtnissen ent- 
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spricht (Zonenbildung; vgl. H6fler 1934, p. 78: Einer héheren Intrabi- 
litat der Kappenzellen entspricht eine stark gehemmte Permeabilitat). 

Die Kappen sind meist beiderseitig von véllig gerundeten Flachen be- 
grenzt, mit Ausnahme der inneren Kappenabgrenzung, bei welcher dies 
manchmal nicht der Fall war [vgl. Héfler 1928, p. (75)], was vielleicht 
auf eine durch die lange Einwirkungsdauer des Plasmolytikums erhéhte 
Plasmaviskositat zuriickgeht (vgl. Abb. 4a). 

Dies wird auch durch die von Kaiserlehner (spate Entmischungs- 
bilder: 1939, p. 596) beobachteten Veranderungen nahegelegt und steht da- 
her nicht im Gegensatz zu der 
nach normaler Dauer der Kap- 
penplasmolyse stets beobachteten 
Viskositatsverringerung (vgl. 
Hoéfler 1939, p. 548, Pekarek 
1940, p. 183). 

Da mehrere Stunden nach 
Bildung der Plasmakappen die 
Mehrzahl aller Zellen abstirbt, 
so handelt es sich hier offenbar 
schon um _ starkere nekrotische 
Veranderungen. 








Abb. 4. Hyaline und granulire Aufquel- 
lung des Plasmas (,,Kleinzellen* der Epi- 
dermis der Blattunterseite von Peganum 


Eine zweite Art der Quellung 
besteht in einer Volumzunahme 


des Cytoplasmas, die mit einer 
starken Vermehrung der Granu- 
lation einhergeht, so daf dieses 
Phinomen bereits zur Gruppe 
jener Veranderungen zu rechnen 
ist, bei welchen Oberflachen neu 
gebildet werden; immerhin blei- 
ben auch hier die gequollenen 
Plasmapartien kappenférmig und 


Harmala in 1,7m NaCl). a Kappenplas- 
molyse mit unvollstaéndig gerundeter Innen- 
fliche der Kappe. Diese vollig hyalin, eine 
von ihnen enthalt eine eng begrenzte An- 
sammlung von Granula (40h). b Granular 
gequollene Plasmakappen mit unvollstin- 
dig gerundeter Aufenflaiche (wohl bereits 
Tonoplastenstadium, Behandlung wie oben). 
c Granular gequollene Plasmakappen, ab- 
wechselnd nur an ihrer Innen- oder nur an 


besitzen zumindest Innenflachen 
mit spharischer Form, wobei es 
sich dann vielleicht schon um Tonoplasten handelt. Diese Erscheinung bleibt 
beim hier gepriiften Material im wesenilichen auf die ,,Kleinzellen* von 
Peganum in NaCl- und KCl-Lésungen beschrankt, wahrend sie in CaCl, 
und der Mischlésung nur ganz vereinzelt vorkommt, was auch stets bei den 
»Langzellen“ der Fall ist. Bei Zilla zeigt nur eine einzige Zelle in NaCl 
granulare Quellung, und bei Zollikoferia bilden sich nur in den nicht de- 
plasmolysierten Zellen Plasmakappen. 

Die Viskositat des granular gequollenen Plasmas scheint gegeniiber 
ihrem urspriinglichen Wert erhéht zu sein, da Kuppen ohne glatte Aufen- 
kontur beobachtet wurden, wohingegen das Streben nach minimaler Ober- 
flache der Vakuole meist noch ausreicht, eine spharische Rundung der 
Innenabgrenzung zu bewirken (vgl. Abb. 4b), doch kénnen die Verhialt- 
nisse auch umgekehrt liegen, und selbst an demselben Protoplasten vermag 


ihrer Aufenflache viéllig gerundet (51 h). 
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die eine Kuppe eine gerundete Innenabgrenzung, die andere jedoch eine 


spharische Aufenflache zu zeigen (Abb 4c). 


Als dritte Méglichkeit einer Volumzunahme ist die Aufquellung von 
hyalinen Plasmalinsen, die sich schlieBlich vom Plasmamantel abgliedern 
und dann Plasmakugeln bilden, anzufiihren (vgl. Stadelmann 1952, 
p. 333; 1956b, p. 86). Bei dieser Alteration unterbleibt im Plasma eine 
merkliche Vermehrung der Granulation, doch sind nur selten einige Gra- 
nula auch in der Plasmalinse vorhanden, und nur in einem Falle konnte 
hei einer relativ spat gebildeten, sich schon stark herauswélbenden Linse 

















Cc a 


Abb. 5. Hyaline Plasmalinsen. a Plankonvexe Form (Epidermiszelle der Blattunter- 
seite von Peganum Harmala, 71 h in Mischlésung 0,7m NaCl+0,9m CaCl,). 
6 der Zellangswand anliegende Linsen (Epidermiszelle der Blattunterseite von 
Peganum Harmala, 100h in 1,7m CaCl,). c Plasmalinse (1), nach innen zu an 
einen Ring (2) hyalin gequollenen Plasmas grenzend (Epidermiszelle der Blatt- 
basisoberseite von Carduncellus eriocephalus, 52 h in 1,7m NaCl). d Linse mit 
stark granulierter Kuppe (Epidermiszelle der Blattunterseite von Peganum Harmala, 
88 h in 1.7m CaCl,). 


an ihrer in den Vorraum hinausragenden Kuppe eine starke Granulation 
beobachtet werden, wobei es sich jedoch offenbar um eine atypische Ent- 
wicklung handelt (vgl. Abb. 5d). 


Die Annahme, daf diese Gebilde Vakuolen seien, ahnlich jenen von Bancher 
(1938) gefundenen ,Cytoplasmavakuolen“, scheint wenig wahrscheinlich zu sein. 
Dagegen spricht besonders die Form des Linsenrandes, der hier spitz zulauft, 
einen deutlichen Randwinkel ausbildet und nicht abgerundet ist, wie sich dies bei 
einer Vakuole mit wasserigem, leichtfliissigen Inhalt wohl erwarten lieBe (vgl 
Bancher 1938, p. 241, Abb. 9). Auch der optische Aspekt und der Umstand, dai 
die Erhaltung einer solchen Vakuole nach deren volligen Loslésung vom Proto- 
plasten die Ausbildung einer besonderen Membran und damit kompliziertere 
Voraussetzungen bedingen wiirde, la&t eine vakuolige Beschaffenheit unwahr- 
scheinlich scheinen. 
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Die Linse besitzt meist eine bikonvexe Form mit geometrisch genauer 
Rundung der beiden Flachen, wobei deren Kriimmungen, die wohl zum 
Teil von den Oberflaichenspannungsverhaltnissen mitbestimmt werden, 
meist verschieden sind und im Extremfall zu einer plankonvexen Gestalt 
fiihren kénnen (vgl. Abb. 5a). 

Die Abgrenzung der Linse nach dem Vorraum zu ist zum Teil nur mit 
groRer Miihe deutlich zu erkennen, da deren optische Dichte kaum von jener 
des AuRenmilieus verschieden zu sein scheint und sie keineswegs die auf- 
fallende Helligkeit etwa des hyalin gequollenen Kappenplasmas besitzt. 
was auf den hohen Wassergehalt dieser Gebilde hinweist. Demgegeniiber 
hebt sich die Linse von dem iibrigen Teil des Protoplasten sehr deutlich 
ab, so da man bei fliichtiger Beobachtung zuniachst den Eindruck erhilt, 
es handle sich an der betreffenden Stelle um eine geometrisch exakt konkav 
eingedellie Kuppe ungequollenen Plasmas. 

Diese Plasmalinsen zeigen sich vorwiegend an den freien Kuppen, 
konnten einmal aber auch hauptsachlich der Zellangswand anliegend ge- 
funden werden, wobei sie sich dann als plankonvexes der Zellwand an- 
liegendes Gebilde in das Zellinnere hinein vorwélben (vgl. Abb. 5b). An 
den Protoplastenkuppen kommen diese Linsen nicht nur dann vor, wenn 
diese selbst ungequollenes Plasma besitzen, sondern sie entstehen még- 
licherweise auch an gequollenen Plasmakappen, wie dies eine Beobachtung 
nahelegt, bei welcher die gesamte gequollene Plasmapartie aus zwei Teilen 
bestehend gefunden wurde, namlich der Plasmalinse und einem an der 
Randpartie der Innenseite dieser Linse aufliegenden schmalen, ringférmi- 
gen Wulst stark lichtbrechenden normalen Kappenplasmas ohne Granu- 
lation (vgl. Abb. 5c). Es ware denkbar, daf im Laufe einer solcherart er- 
folgenden Linsenbildung das Volumen des gequollenen Kappenplasmas ab- 
nimmt. An granuliert gequollenen Kappen konnte eine solche Abgliederung 
nie gefunden werden. 

Da bei der spateren Lostrennung dieser Linsen der Plasmamantel nicht 
aufrei®t, mu angenommen werden, daf sie in dessen peripheren Partien 
angelegt werden und es spiatestens bei ihrer Abtrennung zur Bildung eines 
neuen Plasmalemmas um die betreffenden Protoplastenpartien kommt. 
Auch sonst scheint bei der Linsenbildung die Organisation des Plasmas 
weitgehend intakt zu bleiben, weil Kuppen, welcie solche Plasmakugeln 
abgegliedert hatten, ohne weiteres imstande sind, normale Kappenplas- 
molyse zu zeigen (vgl. Abb. 6). Die Anfangsstadien der Linsenbildung 
konnten nicht erfaBt werden, so daf sich iiber die Entstehung dieser Ge- 
hilde nichts Sicheres aussagen laft. Immerhin sind hiefiir zwei Méglichkeiten 
denkbar, wobei besonders die zweite durch die in Abb. 5 b gezeigte Linsen- 
bildung eine héhere Wahrscheinlichkeit besitzt: Die Plasmalinsen kénnen 
aus einer Transformation hyalin gequollenen Kappenplasmas entstehen 
oder von einem Zentrum, welches in ungequollenen oder hyalin gequollenen 
Plasmakuppen zu liegen vermag, ausgehend, schlieflich zur beobachteten 
GréRe heranwachsen. 

Da Plasmalinsen langere Zeit nach ihrer Ausbildung am Protoplasten 
nicht mehr zu beobachten sind, dafiir aber auferhalb von diesem im Vor- 

Protoplasma, XLVIIT/t. 36 
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raum Plasmakugeln vorkommen, so ist wohl mit Sicherheit anzunehmen, 
daR die Plasmalinsen nicht dauernd mit dem Protoplasten verbunden 
bleiben, sondern sich nach Erreichen einer gewissen Gréfe oder einer be- 
stimmten Zeit loslésen. Dieser Vorgang erfolgt offenbar ausgehend von der 
Peripherie der Trennungsflache Protoplast/Plasmalinse (vgl. Abb. 5d), und 
die Linse rundet sich dabei zu einer hyalinen Plasmakugel ab, wobei auch 
die Protoplastenkuppe schlieBlich wieder die konvexe Form annimmt. Die 
Plasmakugel liegt hernach auferhalb der Kuppe frei im Vorraum und 
kann unter ungiinstigen raumlichen Verhialtnissen, zwischen Kuppe und 
Querwand eingepreft, ellipsoidische Formen annehmen (vgl. Abb. 6). 
Weder bei gequollenen Kappen noch bei ungequollenen Kuppen fiihrt ein 
solcher Kontakt zu einer Verschmelzung von Plasmakuppe und -linse. 


Die Bildung und Ablésung der Plasma- 
linsen, die wohl als Entmengungen des 
noch lebenden Plasmas aufzufassen sind, 
wobei es sich vielleicht um die Trennung 
von Plasmakomponenten — verschieden 
hoher Wasseraufnahmefahigkeit im Sinne 

i eS von Kaiserlehner (1939, p. 593) 
file: <i: thle: ke liad — scheint keineswegs an das Vor- 
seca sealed sats Meas andensein bestimmter Kationen gebun- 
liegender losgelister Plasmakugel den zu sein, da sie bei allen hier benutz- 
(1), deformiert durch die gequol- ten Einzellésungen und auch der Misch- 
lene Kappe (Epidermiszelle der lésung NaCl-+ CaCl, beobachtet wurde; 
Blattbasisoberseite von Cardun- immerhin tritt sie in NaCl und KCl be- 
cellus eriocephalus 44h in 0,7m  vorzugt auf und ist in den anderen L6- 

NaC). sungen nur ganz vereinzelt anzutreffen. 

Innerhalb der untersuchten Objekte zeigt 

sie sich besonders haufig bei Carduncellus und etwas weniger oft bei 

Peganum, wihrend sie sich bei Zollikoferia nur selten und bei Zilla iiber- 

haupt nicht beobachten laRt, womit sich also auch bei dieser Alteration die 

Ahnlichkeit im Verhalten von Carduncellus und Peganum einerseits und 
Zilla und Zollikoferia andererseits bestiitigt. 


Zu dieser Art von experimentell ausgeléster Abgliederung einzelner 
Plasmakugeln vom lebenden Protoplast, ohne daf dieser sogleich letal ge- 
schidigt wird, scheinen nur wenige ahnlich verlaufende Vorginge bekannt 
zu sein. Die Abtrennung von Hyaloplasmakugeln von Myxomyceten- 
Plasmodien durch mechanischen Druck wurde von Balbach (1936, 
p. 164f.) beschrieben, und Yotsuyanagi (1953, p. 147) gelang es, durch 
langdauernde Plasmolyse von Elodea-Zellen aus deren Plasmamantel aus- 
tretende Plasmakugeln zu erhalten. In beiden Fallen sowie auch bei den 
von Scharinger (1936, p. 419f.) als intravakuolires Cytoplasma in der 
Vakuole von Epidermiszellen der Perianthblatiter von Delphinium gefun- 
denen, offenbar spontan entstehenden Plasmakugeln handelt es sich um 
ungequollenes Plasma. Andererseits konnie Germ (1956, p. 239) hyalin 
gequollenes Plasma, welches sich in ahnlicher Gestalt ansammelt und als 
linsenférmige Hyaloplasma-Amoébe bezeichnet wird, beim Rindenparen- 
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chym von Cyclamen festsiellen, und Hofmeister (1955) fand Plasma- 
linsen, die allerdings vorgewélbt waren, in aquilibrierten Salzlésungen 
nach mikrurgischer Behandlung freigelegter Protoplasten im Zuge von 
Verschmelzungsversuchen, ohne daff zwar eine Abgliederung dieser Gebilde 
zu beobachten war. Auch scheinen die hyalinen Plasma-Amében aus hell 
aufleuchtendem gequollenem Plasma zu bestehen (vgl. Lanz 1942, p. 404, 
zit.: Germ 1956, p. 235), was bei den hier gefundenen Linsen keineswegs 
der Fall war. Offenbar handelt es sich demnach um Bildungen, die zu- 
mindest in dieser Art von den bisher beobachteten verschieden sind, und 





Abb. 7. Granulierte unregelmafige Plasmaaufquellungen (Epidermiszellen der 

Blattunterseite von Peganum Harmala). a Starke unregelmafige granulire Auf- 

quellung an beiden Kuppen (Tonoplastenstadium; 49 h in 1,7m KCl). b Granu- 

liert gequollenes Plasma in tentakelartiger Form (Tonoplastenstadium:; 51 h in 

1.7m CaCl,). ¢ Granuliert gequollene Plasmatentakel, von einer Plasmalinse aus- 
gehend (17 h in 1,7m CaCl,). 


ihre eingehendere Beurteilung wird wohl erst nach weiteren experimen- 
tellen Untersuchungen erfolgen kénnen. 

Als letzte Alteration des Plasmas, die eine deutliche Volumzunahme 
impliziert und wohl schon ein Tonoplastenstadium darstellt, ist schlieBlich 
die granulare Aufquellung von begrenzten Arealen der Kuppen 
zu erwahnen, wobei auch in den Vorraum hinausragende Plasmatentakel 
und -strange gleicher strukturellen Beschaffenheit hieher zu rechnen sind. 
Die Aufquellungen besitzen oft véllig unregelmaBige Form und zeigen in 
ihren Gesamtumrissen kaum eine Tendenz zur Rundung, was auf ihre sehr 
hohe Viskositat hindeutet. Sie erwecken oft den Eindruck von mehr oder 
weniger voluminésen Auswiichsen der Vakuolenumhiillung wid scheinen 
bei fliichtiger Betrachtung eine von aufen erfolgende Auflagerung auf die 
Kuppen zu sein; ihrer Entstehung nach sind sie aber offenbar als eine sich 
immer weiter entwickelnde Ansammlung von stark gequollenem salz- 
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krankem Plasma anzusehen, wobei immer mehr Plasma von dieser Dena- 
turierung erfaft wird, bis schlieBlich alles Plasma aufgebraucht ist und 
der nun allein noch intakten Tonoplastenhaut aufsitzt. 

In Form und GréRe sind diese Bildungen sehr mannigfaltig. Bei Klein- 
heit und hoher Haufigkeit fiihren sie zu ,,.warzigen* Protoplastenkuppen, 
bei zunehmender Gréfe und abnehmender Anzahl sind sie als Plasma- 
spitzen und Plasmahdécker zu bezeichnen, und schlieBlich kann eine einzige 
solche Bildung fast die ganze Kuppenoberflache erfassen (vgl. Abb. 7 a) und 
damit Uberginge zu den granuliert gequollenen Kappen (vgl. Abb. 45) 
herstellen, oder sie vermag eine auffallige tentakelartige Form anzunehmen 
(Abb. 7b), wobei ein solcher Tentakel granulierten Plasmas in einem Falle 
sogar von einer hyalinen Plasmalinse ausging (Abb. 7c). DaB es sich bei 
den gequollenen Plasmatentakeln um den Verfall von Hechtschen Faden 
handelt, scheint wenig wahrscheinlich, da bei vorhergehenden Durchmusie- 
rungen der Objekte keine solche Faden mehr zu finden waren. 

Innerhalb der untersuchten Objekte zeigten sich diese Bildungen allein 
bei Peganum und fehlten selbst bei Carduncellus, was vielleicht im Zusam- 
menhang mit der Nitrophilie von Peganum steht und auf Besonderheiten 
des Plasmas dieses Objektes hinweisen wiirde. Die granuliren unregel- 
maBigen Aufquellungen traten besonders in den ,,Kleinzellen* bisweilen 
schon nach einem Tag auf und wurden durch alle benutzten Einzelsalze 
sowie die Mischlésung hervorgerufen, blieben aber bei der Zuckerplasmolyse 
stets noch aus. 

Die Neuentstehung oder véllige Auflésung von Oberflachen bei nicht 
gequollenem Protoplasma kann wohl hauptsichlich nur durch Verstarkung 
oder Wiederauflésung einer Granulation erfolgen. Bei den hier ausge- 
fiihrten Versuchen diirfte eine solche Alteration hauptsachlich in gequol- 
lenem Plasma auftreten, da sie nur selten an einem sicher als ungequollen 
erkennbaren Plasma zu finden ist, und auch die bei der Nekrose anderer 
Zellen durch hohe Salzkonzentrationen beobachtbare Granulationszunahme 
scheint zumindest mit einer begrenzten Vergréferung des Plasmavolumens 
cinherzugehen (vgl. I] jin 1935). Eine Zunahme der Granulation konnie 
nach ca. 70h in 1,7m CaCl, in einer ..Langzelle* von Peganum Harmala 
festgestellt werden, deren Plasma jedoch kurz darauf ebenfalls aufquillt. 
Auflésung einer Granulation trat in einem Versuch mit Zollikoferia 
arborescens nach dem Ubertragen aus dem Vorplasmolytikum in 1.2 m CaCl, 
ein, doch war der Protoplast einige Zeit darnach wieder, wenn auch nur 
schwach, granuliert. 

Neubildung von Oberflachen im Plasma iiber gréSere 
Bezirke des Plasmamantels waren hier nur bei der Tonoplastenbildung 
festzustellen, die allein bei der Nitrophilen Peganum cintrat. Irgendwelche 
Anzeichen zur Bildung von Restitutionsmembranen waren bei 
den lange intakt bleibenden Protoplasten nicht zu erkennen. 

Die beschriebenen protoplasmatischen Alterationen, welche an den hier 
gepriiften Objekten beobachtet wurden, stellen zweifellos Stadien nekro- 
tischer Verainderungen dar und lassen sich als solche nur an jenen Zellen 
heobachten, die zufolge ihrer besonderen Resistenz noch nicht abgestorben 
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sind. Mit zunehmender Versuchsdauer werden daher die anfangs als Regel 
geltenden Alierationen schlieBlich zu Ausnahmen, welche die nur ganz 
wenigen am Versuchsende noch iiberlebenden Zellen betreffen, und demon- 
strieren auf diese Weise erneut die grofe Fahigkeit des nekrotisch alte- 
rierten Protoplasmas zum Wechsel von optisch sichtbarer Struktur, Form 


und Volumen. 
* 


AbschlieRend sei Herrn Professor Dr. Ch. Killiant, ehem. Direktor 
des Laboratoire de Biologie saharienne, Beni-Ounif, fiir die Uberlassung 
eines Arbeitsplatzes, seiner Assistentin Frau H. Vargues und Herrn 
Professor Dr. R. Vargues fiir die grofe Hilfsbereitschaft und freundliche 
Aufnahme sowie dem Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der 
wissenschaftlichen Forschung fiir die Gewahrung eines Kredites zur Ab- 
fassung dieser Arbeit ergebenst gedankt. 


5. Zusammenfassung 


Die im Herbst 1951 im Laboratoire de Biologie saharienne, Beni-Ounif 
(Sud-Oranais), Algerien, ausgefiihrten Untersuchungen hatten zum Ziel, 
bei Pflanzen trockener Standorte die Salzresistenz des Protoplasmas zu 
priifen, um zu ermitteln, ob sie hinsichtlich dieser Eigenschaft ein den 
Glycophyten oder den Halophyten ahnliches Verhalten aufweisen. Ferner 
sollten auch die bei Salzplasmolyse auftretenden cytomorphologischen Ver- 
inderungen festgestellt werden. 

Als Objekte dienten Flachenschnitte von Blattern (Carduncellus, 
Peganum) oder Achsabschnitten (Zilla, Zollikoferia), die nach Vorplasmolyse 
(Plasmolysegrad ca. 0,7) in ungefahr isotonische Lésungen der Salze NaCl, 
KCl und CaCl, (bei Peganum auch der Mischlésung NaCl-+ CaCl.) ge- 
langten und jeweils in Intervallen von 6 bzw. 12 Stunden zur Beobachtung 
kamen. 

Die Salzresistenz der Epidermiszellen, gemessen an deren Lebensdauer 
in den hypertonischen Alkalisalz-Lésungen, liegt wesentlich héher als die 
bisher bei den Glycophyten gefundene, erreicht aber nicht ganz die Werte, 
die sich bei Halophyten ergaben. Auch Kappenplasmolyse konnte nur ver- 
einzelt festgestellt werden und tritt nicht mit der bei der Zwiebelschuppen- 
epidermis bekannten RegelmaBigkeit auf. Insbesondere fehlt sie fast voll- 
stindig bei den in NaCl und KCl Deplasmolyse zeigenden Epidermiszellen 
von Zilla und Zollikoferia. 

Bei den Stomatazellen von Peganum fallt auf, da der mittlere Teil 
der Bauchwand, der den Zentralspalt umgrenzt, nicht, wie sonst iiblich, 
negativer Plasmolyseort bleibt, sondern dieser allein auf jene Wandteile 
beschrankt ist, an welchen die beiden Stomatazellen direkt aneinander- 
stoRen. 


Zur Klassifikation der besonders vielfaltigen Alterationen, die das Cyto- 
plasma samt seinen kleinsten mikroskopisch unmitielbar sichtbaren Ein- 
schliissen bei Plasmolyse zu zeigen vermag, wird als Kriterium das Fehlen 
oder Vorkommen einer Neubildung bzw. volligen Wiederauflésung von 
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Oberflachen des Cytoplasmas vorgeschlagen. In beiden Fallen kénnen zu- 
satzlich Verainderungen in der Lage, Form und GréRe bereits vorhandener 
Oberflachen einsetzen. Als solche werden dabei nicht nur jene gegeniiber 
Vakuole und Vorraum bzw. Zellwand betrachtet, sondern auch die Ab- 
grenzungen zu den Granula und kleinsten Vakuolen. 

Weitere Unterscheidungsmerkmale stellen noch Veranderungen der opti- 
schen Struktur des Cytoplasmas selbst (Hyalinwerden, Verfarbung) und 
Vorkommen oder Unterbleiben von wesentlichen Volumwechseln (Auf- 
quellung) dar. 

Eine sehr auffallige plasmatische Alteration ist die hier wohl erstmals 
beobachiete Linsenbildung an Plasmakuppen, welche besonders hiufig bei 
Carduncellus und Peganum auftritt. Die Linsen entstehen nach langerem 
Liegen in den Salzlésungen und diirften aus sehr stark gequollenem, nicht 
hyalinem Plasma zusammengesetzt sein. Nach einiger Zeit lésen sie sich 
vom Protoplasten ab, nehmen Kugelgestalt an und liegen dann frei im 
Vorraum. 

Bei Peganum zeigen sich schlieBlich Tonoplastenstadien. indem auf der 
nach sehr langer Salzplasmolyse meist schon weitgehend kontrahierten 
Vakuolenhiille oft eine stark granulierte, voluminése, véllig unregelmaBig 
geformte Plasmaaufquellung, die méglicherweise schon aus koaguliertem 
Plasma besteht, zu beobachten ist. 


Résumé 


Les expériences effectuées en automne 1951 au Laboratoire de Biologie saha- 
rienne de Beni-Ounif (Sud-Oranais), en Algérie, avaient pour but l’examen, sur 
des plantes vivanis dans des endroits secs, de la résistance de leur protoplasme pour 
des solutions salées. I] était intéressant, en effet, de voir si ces végétaux allaient se 
comporter comme des glycophytes ou comme des halophytes et d’observer les 
altérations cytomorphologiques qui accompagnent des phénoménes de plasmolyse. 

Les essais portérent sur des coupes longitudinales de feuilles (Carduncellus, 
Peganum) ou de segments des tiges (Zilla, Zollikoferia) qui, aprés une pré-plas- 
molyse degré de plasmolyse de 0,7 environ) étaient introduites dans des solutions 
approximativement isotoniques de NaCl, KCl et CaCl, (et de NaCl + CaCl, pour 
Peganum). Les observations étant faites toutes les 6 resp. 12 heures. 

La résistance, vis-a-vis de sels, des cellules épidermiques des végétaux ci-dessus 
mentionnés, mesurée par la durée de leur vie, dans des solutions alcalines hyper- 
toniques, est passablement plus haute que celle trouvée jusqu’a présent pour les 
glycophytes, sans atteindre tout-a-fait les valeurs obtenues pour les halophytes. 

On a rarement observé le phénoméne de « plasmolyse-chapeau » dont la régu- 
larité est bien connue pour Il’épiderme de |’Allium Cepa, par exemple. II est 
presque totalement inexistant pour les cellules épidermiques du Zilla et du Zolli- 
koferia, qui se déplasmolysent toujours dans des solutions de NaCl et de KCl. 

Dans les cellules stomatiques du Peganum, on peut remarquer que la plasmo- 
lyse. au lieu de se localiser, comme c’est le cas habituellement, dans toute la 
longueur de la paroi du coté de Vostiole, se situe uniquement dans sa région 
moyenne. 


Pour classer les trés nombreuses altérations qui se produisent dans le cyto- 
plasme et les inclusions les plus petites visibles encore au microscope, on propose 
ici comme critére, l'apparition ou le manque d'une formation ou disparation 
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compléte de surfaces cytoplasmiques. Dans les deux cas, il peut en outre se 
produire des modifications dans la localisation, la forme et la grandeur des 
surfaces déja existantes. On entend par surfaces, celle qui sépare le protoplasme 
de la vacuole centrale ou de la membrane et celle qui entoure les petites vacuoles 
et les granulations. D’autres caractéres distinctifs sont encore proposées : les 
modifications de la structure optique du cytoplasme lui-méme (il peut devenir 
hyalin et changer de coloration) ; les changements de volume (par gonflement), 
souvent trés remarquables. 

Une autre aliération remarquable a été encore observée : il s’agit de la 
formation de lentilles cytoplasmiques dans les parties hémisphériques du proto- 
plasme plasmolysé, phénoméne fréquent chez Carduncellus et: Peganum et dont 
Vobservation semble étre faite pour la premiére fois, Les lentilles se forment 
apres un séjour prolongé dans les solution salées et seraient composées du plasma 
non hyalin trés gonflé. Aprés un certain temps, ces lentilles se détachent du 
protoplasme pour devenir sphériques ; elles prennent place ainsi entre le proto- 
plasme et la membrane. 

Enfin, chez Peganum, apparaissent des tonoplastes qui sont déja bien con- 
tractés aprés une plasmolyse plus ou moins prolongée. Ils sont recouverts de 
protoplasme vraisemblablement coagulé (aux volumineuses granulations) dont la 
forme est tout-a-fait irréguliére, 
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Uber den Einflu8 von Atmungsgiften 
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(Direkior: Prof. Dr. Dr. Hermann v. Guttenberg) 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 18, Februar 1952) 


Da fiir die Aufrechterhaltung einer organisierten Struktur des Proto- 
plasmas Energie notwendig ist, die durch die Atmung geliefert wird, schien 
es naheliegend, auch fiir die Permeabilitat eine direkte Abhangigkeit von 
der Atmung anzunehmen. Dies tat z. B. Brauner (1940) auf Grund des 
Befundes, da an Kartoffelparenchym unter anaeroben Bedingungen die 
Wasserpermeabilitat im Vergleich zur normal beliifteten Kontrolle herab- 
gesetzt wird. Bogen (1953) dagegen wies fiir die sogenannte ,,nichtosmo- 
tische Wasseraufnahme“ nach, daff diese nicht direkt mit der Atmung, 
sondern mit dem ,,allgemeinen Energiestoffwechsel* gekoppelt ist. Um hier 
Klarheit zu schaffen, hielten wir es fiir angebracht, eine eingehende Unter- 
suchung iiber den Einflu& von Atmungsgiften auf die Wasserpermeabilitat 
durchzufiihren. 

Unser Interesse fiir die Frage des Zusammenhangs von Permeabilitat 
und Atmung war indessen urspriinglich von einer anderen Seite her ge- 
weckt worden, namlich durch die Beziehungen von Wasserpermeabilitaét und 
Wuchsstoffen. In einer Reihe von Arbeiten verschiedener Autoren wurde 
nachgewiesen, dafi die Indol-3-essigsiure (IES) die Wasserpermeabilitat 
beeinflu&t. Zunachst erkannte Poh! (1939) den férdernden Einflu& dieser 
Saiure auf die Wasserbewegung von Zylindern der Avena-Koleoptile. In 
einer ausfiihrlichen Arbeit (1949, auch 1953) bestitigte er dann seine Er- 
gebnisse am gleichen Objekt. Brauner und Hasman (1949, 1952) 
stellten an Kartoffelparenchym gleichfalls den fordernden Einflu® von TES 
auf die Wasserpermeabilitét fest. Von Guttenberg und Krépelin 
(1948) erklarten die nastische Schwellung der Blattgelenke von Phaseolus 
coccineus mit einer durch IES bedingten Anderung der Wasserpermeabi- 
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litat. Nach v. Guttenberg und Beythien (1951) laRt IES je nach 
Verdiinnungsstufe einen hemmenden und férdernden Bereich fiir die 
Permeabilitaét erkennen. 10-8 g/ml wirken bei Rhoeo-Epidermiszellen wal:- 
rend der Plasmolyse im allgemeinen zerstérend auf das Protoplasma, 
10-4 g/ml verzégern die Deplasmolyse und hemmen demnach offenbar die 
Wasserpermeabilitaét stark. 10—-* und 10-7 g/ml wirken optimal férdernd. 
Koningsberger (1947) kam hinsichtlich der wirksamen Konzentration 
zu anderen Ergebnissen. Nach ihm wirkt IES in 10-*- und 10-7facher Ver- 
diinnung hemmend auf die Wasserpermeabilitat isolierter Alliumproto- 
plasten. Ketellap per (1953) konnte an Zylindern der Avena-Koleoptile 
fiir schweres Wasser keine Férderung der Permeabilitét durch IES 
10-6 g/ml nachweisen (vgl. auch die Ergebnisse von Ordin und Bonner 
1956). Er stellte lediglich eine geringfiigige Herabsetzung der Permeabili- 
tit fest. Von Guttenberg und Meinl (1952a) und Meinl! und 
v. Guttenberg (1952b) indessen bestatigten die Befunde von v. G ut- 
tenberg und Beythien (1951) und zeigten im Modellversuch an 
Gelatine, daff IES deren Quellungszustand beeinflu&t. LES 10-* g/ml bringt 
Gelatine zum Zerfliefen, bei Einwirkung von 10— g/ml liegt ein Quellungs- 
minimum vor, wahrend 10-7 g/ml nach 24 Stunden maximale Quellung 
verursachen. Daraus wurde der Schluf gezogen, da IES auf dem Wege 
iiber eine Quellungserhéhung férdernd auf die Wasserpermeabilitat des 
Protoplasmas wirkt, wobei vor allem die Eiweiffphase beeinflu&t werden 
soll. Masuda (1954, 1955a und b) konnte fiir Zylinder der Avena- 
Koleoptile an Hand der homologen Reihe der Alkylharnstoffe nachweisen, 
daf IES im Hinblick auf die Permeation dieser Stoffe die Lipoidphase des 


Plasmas starker als die Wasserphase beeinfluft. 


Alle angefiihrten Untersuchungen waren unter aeroben Bedingungen 
erfolgt. Es lag nahe, den Permeabilitatseffekt der IES nach vorangegangenem 
Einflu8 verschiedener Atmungsinhibitoren zu studieren und Belege dafiir 
zu gewinnen, ob die IES iiber die Atmung auf die Wasserpermeabilitat ein- 
ereift, wie Brauner und Hasman (1952) folgerten. 


Material und Methode 


Die Untersuchung wurde von April 1955 bis Marz 1956 durchgefiihrt. 
Es fanden Zellen der unteren Epidermis von Rhoeo discolor Verwendung. 
Die Pflanzen wurden bei 23°C und 84% relativer Luftfeuchtigkeit im Ge- 
wiachshaus gehalten. Wahrend der Wintermonate wurde 5 Stunden Zusatz- 
licht gegeben. In bekannter Weise wurden mit einer Rasierklinge in un- 
mittelbarer Nahe der Blattmittelrippe und parallel zu ihr zwei Einschnitte 
gefiihrt und der aus dem Verband geléste Gewebestreifen durch senkrecht 
zur Blattmittelrippe verlaufende Einschnitte in Teilstiicke von 80—100 oder 
180—200 Zellen zerlegt. Es wurde darauf geachtet, da méglichst wenig 
Assimilationsparenchym an den Schnitten haftete. Die Summe der lebenden 
Zellen pro Schnitt wurde als AZZ, d. h. Ausgangszellenzahl, bezeichnet. 
Die Schnitte wurden sofort in Aqua dest. iiberfiihrt und hier in der Regel 
fiir eine Stunde belassen. Nach dem Wassern brachten wir sie mit einer 
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Platinnadel in die Versuchslésungen, die sich in Blockschilchen von 4 ml 
Fassungsvermégen befanden. Diese und alle anderen Gerate wurden in 
passender Weise sorgfaltig gereinigt und sterilisiert. Alie Lésungen wurden 
in Aqua bidest. (pH 5,9—6,4) angesetzt. Grundsatzlich befand sich keine 
Stammldésung linger als 2 Tage in Gebrauch. Die Untersuchung wurde mit 
Mannit (MA), Indol-3-essigséure (IES), 2,4-Dinitrophenol (DNP), Kalium- 
cyanid (KCN) und Jodacetat (JA) durchgefiihrt. Reinheitsgrad der Sub- 
stanzen: p.a. Mit Ausnahme von MA wurden die Lésungen aller Sub- 
stanzen durch Verdiinnen vorher angesetzter Stammlésungen hergestellt. 

Da die Untersuchung unter zellphysiologischen Gesichtspunkten durch- 
gefiihrt werden sollte, entschieden wir uns fiir die Plasmolyse-Deplasmo- 
lyse-Zeitmethode in der Form, wie sie in den Permeabilitatsarbeiten von 
v. Guttenberg und Mitarbeitern zur Anwendung gelangte (1951, 1952 a 
und b). Die Zellen wurden dann als plasmolysiert angesehen, wenn der 
Protoplast iiber das Stadium der Grenzplasmolyse hinaus von der Membran 
abgehoben war. Als Deplasmolysezeit wurde diejenige Zeit gewertet, die 
von der konvexen Abrundung des Protoplasten bis zur vollstandigen An- 
legung an die Zellwand verging. Den Plasmolyseversuchen kann in der 
Regel nur eine orientierende Bedeutung zukommen. Nach H6f ler (1930) 
und Huber und H6éf ler (1930) ist nimlich die Verkleinerung des Proto- 
plasten in hypertonischen Lésungen aufer von der Wasserpermeabilitat 
noch von anderen Faktoren abhangig. So soll starke Turgordehnung ver- 
zogernd auf den Plasmolyseeintritt wirken, auch kénnen Adhasionswider- 
stande gegen die erste Ablésung des Plasmas von der Wand auftreten. Des- 
halb sind in unserer Untersuchung vor allem die Deplasmolyseversuche zu 
werten. Die Plasmolyseversuche sind nur im Hinblick auf die sichtbaren 
Wirkungen der verschiedenen Atmungsgifte von Interesse, da diese waihrend 
der Plasmolyse zur Anwendung gelangten. 

Es ist schwierig, in allen Schnitten genau die gleiche AZZ zu erhalten. 
Unterschiede von 10—20 Zellen sind die Regel. Sie fallen um so weniger ins 
Gewicht, je mehr Zellen die Schnitte enthalten, und je gréBer die Menge 
des Versuchsmediums ist, wobei annahernde Gleichheit der osmotischen 
Werte der Zellen einer Versuchsserie vorausgesetzt wird. Die plasmoly- 
sierten oder deplasmolysierten Zellen wurden in bestimmten Zeitabstanden 
gezihlt und als Prozente der AZZ oder plasmolysierten Zellen verwertet 
(Kaczmarek 1929). Das Endstadium der Plasmolyse oder Deplasmolyse 
sahen wir dann als erreicht an, wenn 95% aller Zellen eines Schnittes plas- 
molysiert oder deplasmolysiert waren. Damit handelten wir in Uberein- 
stimmung mit Masuda (1955), der als Deplasmolysezeit diejenige Zeit 
wertet, die mehr als 95% der Zellen brauchen, um zu deplasmolysieren. 

Um einen Uberblick iiber die jeweils erfolgte Férderung oder Hem- 
mung zum Zeitpunkt einer Auszahlung zu erhalten, bildeten wir die Diffe- 
renzen zwischen den Prozenten der plasmolysierten oder deplasmolysierten 
Zellen der Kontrolle und denen der entsprechenden Versuchsschnitte. Diese 
Differenzen nannten wir Hemmungsgrade (HG). Sind sie mit einem Minus- 
zeichen versehen, so bedeutet das Férderung der Plasmolyse oder Deplas- 
molyse des Versuchs gegeniiber der Kontrolle. Entsprechendes gilt fiir die 
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durchschnittlichen Hemmungsgrade (HG,). Durch die Einfiihrung der 
Hemmungsgrade waren wir in der Lage, die einzelnen Versuchsschnitte eines 
Versuchs untereinander zu vergleichen, da die Kontrolle als Basis diente. 
Die unvermeidliche Heterogenitat des Versuchsmaterials lieB jedoch kaum 
einen Vergleich der durchschnittlichhen Hemmungsgrade verschiedener Ver- 
suchsserien derselben Art zu. 

Die Geschwindigkeit der Riickbewegung der Protoplasten wahrend der 
Deplasmolyse wird durch zwei Faktoren beeinfluBt, namlich von der je- 
weiligen Wasserpermeabilitat und vom osmotischen Gefialle. Ist dieses grok, 
wird also mit siark hypotonischen Lésungen gearbeitet, so kann die hohe 
Saugkraft der Zellen den Wassereintritt so beeinflussen, daB die gegeniiber 
der Kontrolle bestehende Hemmung mit Atmungsgiften behandelter Zellen 
nicht mehr zum Ausdruck kommt. Wir gingen daher dazu iiber, eine stufen- 
weise Deplasmolyse durchzufiihren. Die Schnitte wurden erst in Lésungen 
von relativ hoher Konzentration eingelegt und bei fortschreitender Deplas- 
molyse in solche von abnehmenden Konzentrationen iibertragen. Dennoch 
erfolgte auch bei diesem Verfahren am Versuchsende ein Angleichen des 
Deplasmolysestandes der Versuchsschnitte an den des Kontrollschnittes, 
so daf scheinbar keine Hemmung mehr vorlag. In solchen Fallen gestattet 
die Methode der Bildung der durchschnittlichen Hemmungsgrade eine klare 
Entscheidung dariiber, ob eine Hemmung wahrend des Versuchs vorgelegen 
hat oder nicht. 

Ergebnisse 


lI Versuche mit Atmungsgiften 


Aus zeitlichen Griinden muBte aus der Vielzahl der heute bereits als 
Atmungsgifte gut definierten Substanzen eine Auswahl getroffen werden. 
Als eigentliches Atmungsgift fand KCN Verwendung. DNP ist in der Lage, 
bei gesteigerter Endatmung sich aus den glykolytischen Spaltprodukten 
herleitende Synthesen zu hemmen, wahrend JA als Reagenz auf Sulfhydryl- 
gruppen gilt (vgl. die Literaturiibersicht bei Eberhard 1952, besonders 
Loomis und Lipmann 1948). Sulfhydrylgruppen enthalten unter den 
Fermenten des intermediaren Stoffwechsels die Triosephosphat-Dehydrase, 
Coenzym-A und die Apfelsiure-Dehydrase. 

1. 2,4-Dinitrophenol. Da eine entsprechende Menge DNP in den 
von uns verwendeten 10 ml schwer in Lésung zu bringen ist. beginnen 
unsere Versuche mit der Konzentration 10-2 Mol/l. Es wurde eine Stamm- 
lésung von dieser Konzentration angesetzt und warm verdiinnt. Mit stei- 
gender Verdiinnung nahm die Farbe der Lésung ab, war aber bei 10—* Mol/| 
noch deutlich sichtbar. DNP in den Konzentrationen 10-2 und 10-% Mol/| 
wahrend der Plasmolyse angewendet, rief infolge unphysiologischer Kon- 
zentration abnorme Plasmolyseformen hervor (Abb. 1—3). Diese waren in- 
dessen nur voriibergehend zu beobachten, da die hypertonische Aufen- 
lésung das Erscheinungsbild dauernd veranderte. Es darf jedoch festge- 
halten werden, daB die hier wiedergegebenen Zustandsbilder der Plasmo- 
lyse nur innerhalb der angefiihrten Konzentrationen auftreten, fiir diese 
also gewissermaBen spezifisch sind. 
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Im Beispiel der Abb. 1 wurde mit 0,4 Mol/l| MA-Lésung, der DNP in 
der Konzentration 10-2? Mol/l zugesetzt war, plasmolysiert. 
Nach annahernd 15 Mi- 

nuten ahnelte das Zustands- 

bild dem von KCN in der 

gleichen Konzentration her- 

vorgerufenen weitgehend. 

Das Plasma léste sich an- 

scheinend nur ,widerwillig~ 

und sehr unregelmafig von 

der Zellmembran. Dies kann 

nach Weber (1924) als ein 

Anzeichen erhéhter Viskosi- 

tat gewertet werden. Da- 

nach sollen  eckige oder 

krampfartige Plasmolyse- 

formen, wie auch konkave 

Plasmolyse und das Auf- 

treten zahlreicher Plasma- 

faden fiir héhere Viskosi- ’ 

taitsgrade, konvexe Plas- Abb. 1. Plasmolyse in 0.4 Mol/i MA +DNP 

molyseformen ohne Plasma- 10—2 Mol/l nach 15 Minuten. 

faden indessen fiir niedrige 

Protoplasmaviskositat sprechen. Diesen Angaben Webers stehen solche 

von Seifriz (1955) gegeniiber, der in der konvexen Oberflache eines 
plasmolysierten Protopla- 
sten nicht ein Anzeichen 
niedriger Viskositat, son- 
dern niedriger Adhasion 
sehen will. Dementspre- 
chend sollen konkave Plas- 
molyseformen einen hohen 
Adhiasionsgrad anzeigen 
(vgl. auch Cholodny 
und Sankewits ch 1933). 
Es bleibt zu _ entscheiden, 
ob in diesem Zusammen- 
hang Adhasion und Viskosi- 
tit einander ausschlieBen 
oder inwieweit beide Fak- 
toren ursachlich zusammen- 
hangen. Nach _ ungefahr 
25 Minuten lagen iiberwie- 

Abb. 2. Plasmolyse in 0.4 Mol/l nach 40 Minuten. gend mehrfach_ konkave 
Plasmolyseformen vor 

(Abb. 1), wahrend die Kontrolle das fiir Rhoeo unter den von uns ange- 

wendeten Bedingungen typische Plasmolysebild zeigte (Abb. 2). Meist 
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x»ezann auf diesem Stadium eine Zerstérung der Semipermeabilitat. was 
heg fd Stad Zerst g¢ der S bilitat 
man leicht am Auslaufen des violetten Zellsaftes erkennen kann. Auch die 


Tab. 1. Plasmolyseversuch. Plasmolyse in 0,4 Mol/l| MA mit Zusatz von DNP 
10—2 Mol/l (b). 10—*® Mol/l (c), 10-4 Mol/l (d), und 10-5 Mol/l (e). a = Kontrolle. 
AZZ 121—123. T 25°C. Plasmolyse um die Mittagszeit. Prozente der AZZ. t = min. 





HG 
d 





80.6 5,6 5, 63,0 75, 34,9 
93.5 Zst. f 93,4 52, 16,0 
93,5 3 96,7 a2, 10,4 
98,9 st. ; 97,8 15,8 


HGq 59,9 19,2 


von der Konzentration 10—% Mol/l| wahrend der Plasmolyse in 0,4 Mol/IMA 
nach 20 Minuten hervorgerufene Plasmolyseform spricht fiir eine Erhéhung 


der Plasmaviskositat oder Adhasion gegeniiber der Kontrolle (Abb. 3). 
Die Wirkung dieser Konzen- 
tration war ebenfalls mit 
weitgehender Zerstérung der 
Zellen verbunden. Die Plas- 
molysebilder der anderen 
Konzentrationen (10-4 Mol/1 
bis 10-7 Mol/l) entsprachen 
denen der Kontrolle. 

Der Verlauf dieser Ver- 
suche wird durch Tabelle 1 
wiedergegeben. Wie die Ta- 
belle zeigt, hemmte die Kon- 
zentration 10-*Mol/l = die 
Plasmolyse deutlich, ohne zu 
Schadigungen der Zellen zu 
fiihren, 10-5 Mol/i hemmten 
schwach oder zeigten keine 
deutliche Wirkung. 

Abb. 3. Plasmolyse in 0.4 Mol/] MA + DNP Wie bereits betont wurde. 

10—* Mol/I nach 20 Minuten. erfolgte die Deplasmo- 
lyse stets ohne direkten 

/usatz der Atmungsgifte. da sich die wiahrend der Plasmolyse erfol- 

gende Einwirkung als stark genug erwies, um auch wihrend der De- 

plasmolyse deutlich sichtbar zu bleiben. Bei langerer Behandlungsdauer 
wurde die Wirkung der Konzentrationen 10-4 Mol/l und 10-5 Mol/I starker. 

Daher erschien es nicht ratsam, linger als 60 Minuten zu plasmolysieren, 

da sonst Zerstérung der Zellen (Zst) wahrend der Deplasmolyse zu _ be- 

fiirchten war. Allgemein wurde gefunden, daB in den mit DNP behandelten 

Schnitten in den ersten Minuten im Gegensatz zur Kontrolle keine Deplas- 
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molyse stattfand. Dies stimmt mit entsprechenden Beobachtungen Bogens 
(1953) am gleichen Objekt gut iiberein. Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse eines 
Deplasmolyseversuchs. 

Vorangegangen war die Einwirkung von DNP 10-4 Mol/I und 10-5 Mol/L. 
Der durchschnittliche Hemmungsgrad von 42,4 spricht fiir eine signifikante 


Tab. 2. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0,4 Mol/l MA (a), mit Zusatz von 

DNP 10—* Mol/l und 10—> Mol/l in b und c¢. AZZ 165—190. Plasmolysedauer 60 Mi- 

nuten, Plasmolyse um die Mittagszeit T 25°C. Deplasmolyse in Lésungen abge- 
stufter Konzentration. Prozente plasmolysierter Zellen. 





HG 
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Hemmung der Wasserpermeabilitat durch die Konzentration 10—4 Mol/I. 
Auch 10-* Mol/l wirken mit einem durchschnittlichen HG von 27.2 ausge- 
sprochen hemmend. Wie weit Temperatur, Licht und andere dkologische 
laktoren von Bedeutung sind, miiBte in entsprechenden Versuchen geson- 
dert untersucht werden. 

Bei diesen und anderen Deplasmolyseversuchen beobachteten wir noch 
eine eigentiimliche Erscheinung. Es handelt sich um eine voriibergehende 
Jeichte Zusammenziehung der Protoplasten einzelner nicht plasmolysierter 
Zellen eines Schnittes in den ersten Minuten der Deplasmolyse. Mitunter 
kann das soweit gehen, daf statt Deplasmolyse zusiatzliche Plasmolyse 
registriert wird, da sich die Protoplasten der anderen Zellen zwar aus- 
weiten, jedoch zu dieser Zeit noch weit vom grenzplasmolytischen Stadium 
entfernt sind. So waren beispielsweise in dem der Tab. 2 zugrunde liegenden 
Versuch in dem Schnitt, der wahrend der Plasmolyse mit DNP 10—4 Mol/I 
behandelt wurde, 46.3% der AZZ nach 60 Minuten plasmolysiert. in dem 
init DNP 10-* Meol/I behandelten Schnitt 84.9%. Wahrend der Deplasmolyse 
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Tab. 3. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0.4 Mol/l MA (a). mit Zusatz von 

DNP 10—-* Mol/l und 10-7 Mol/I in b und c. AZZ 182—203, T 25°C. Plasmolysedauer 

150 Minuten. Deplasmolyse in Lésung abgestufter Konzentration. Prozente plas- 
molysierter Zellen. 
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der Kontrolle wurde in zuerst angefiihrtem Versuchsschnitt weitere Plasmo- 
lyse registriert, die schlieBlich nach 73 Minuten 66.8% der AZZ erreichte. 
Im zweiten Versuchsschniti 

wurden analoge Verhalt- 

nisse, nur nicht in so aus- 

gepragter Form, beobachtet. 

Da die Kontrolle in ande- 

ren Fallen die gleiche Er- 

scheinung zeigte. kommt 

eine Beziehung zur Wir- 

kung des DNP nicht in 

Frage. Die Erklarung fiir 

dieses Verhalten einzelner 

Zellen eines Schnittes konnte 

darin zu suchen sein, dal 

die Zellen waihrend der De- 

plasmolyse nicht nur dem 

Aufenmedium, sondern auch 

den Nachbarzellen Wasser 

Abb. 4. Plasmolyse in 0.4 Mol/l MA+ JA entziehen. Wird dieser Was- 
10—! Mol/I nach 60 Minuten. serentzug so stark, daft er 

durch den Zustrom von 

Wasser aus der AuBenlésung nicht mehr kompensiert werden kann, mu® 
es zwangslaufig zur Plasmolyse jener Zellen kommen. Damit wird jedoch 
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deutlich, da die osmotischen Werte der Zellen der Rhoeo-Epidermis selbst 
auf engstem Raum nicht vollkommen gleich sind. 

Um die Untersuchungsreihe zu vervollstandigen, wurden noch die 
Konzentrationen 10—6 Mol/l und 10-7 Mol/] untersucht. Wahrend bei einer 
Plasmolysedauer und damit auch direkten Einwirkungszeit von 60 Minuten 
hier kaum eine Hemmung der Deplasmolyse durch DNP wahrzunehmen 
war, trat eine solche nach einer Plasmolysedauer von 150 Minuten mit 


Tab. 4. Plasmolyse-Deplasmolyse-Versuch. Plasmolyse in 0.4 Mol/l (a). mit Zu- 

satz von JA 10—' Mol/l (b), 10—* Mol/Il (c) und 10-—* Mol/l (d). AZZ 183—197. 

T 25°C. Deplasmolyse in 0.25 Mol/l MA. Prozente der AZZ und plasmolvysierter 
Zellen. 








74,2 
90,1 
90,1 
92,3 


93,4 


98,7 
100,0 


100,0 


“HG 


Plasmolyse * ; 11,9 
Deplasmolyse 37, 10.9 


einem durchschnittlichhen Hemmungsgrad von 9.4 fiir 10—®Mol/l noch 
schwach hervor (Tab. 3). Die Wirkung von 10-7 Mol/I ist hier im allge- 
meinen schon unspezifisch. 

Wie die Tabelle zeigt, verhielten sich die Versuchsschnitie in der ersten 
Phase der Deplasmolyse wie die Kontrolle, d. h. die verursachte schwache 
Hemmung wurde durch den relativ starken Wassersog der Zellen zu diesem 
Zeitpunkt noch iiberdeckt. 

2. Jodazetat. Fiir unsere Versuche verwendeten wir das Na-Salz 
der Monojodessigsiure !. Unter Bedingungen, die unseren Versuchen mit 
DNP entsprachen, wirkte JA in der Konzentration 10—! Mol/l, wahrend der 
Plasmolyse geboten, bei einer Einwirkungszeit von 60—100 Minuten nicht 
unbedingt tédlich. Hingegen wurden die Zellen wahrend der Deplasmolyse 
im Falle vorangegangener Einwirkung von JA 10—! Mol/l zerstért. Das 
wird verstandlich, wenn man sich Abb. 4 betrachtet. Es ist kaum anzu- 
nehmen, daft diese in eigenartigen Formen krampfartig zusammengezoge- 


1 Fiir die Uberlassung der Substanz sei Herrn Prof. Dr. H. J. Bogen, Braun- 
schweig. bestens gedankt. 
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nen Protoplasten noch zu einer normalen Riickdehnung fahig sind. Alle 
anderen von uns angewendeten Konzentrationen induzierten kein von der 
Kontrolle unterschiedliches Plasmolysebild. Sie riefen in der Regel wahrend 
der Deplasmolyse keine Zerstérung der Zellen hervor. JA zeigte auf die 


Tab. 3. Plasmolyse-Deplasmolyse-Versuch. Plasmolyse in 0,4 Mol/! MA (a), mit Zu- 

satz von JA 10— Mel/I (b), 10—* Mol/I (c) und 10—* Mol/I (d). AZZ 208—223. T 21°C. 

Prozente der AZZ. Deplasmolyse in Lésungen abgestufter Konzentration. Prozente 
plasmolysierter Zellen. 





Pl.- 
Depl.- 


Konz. 





3,0 
3,0 
18,6 


22,7 
23,2 
30,3 
42,4 


90,9 

98,1 Zst. 88,3 

98,6 : 90,4 

99,0 oa 96,9 
HGq Plasmolyse 9,8 


Deplasmolyse 19,1 


Wasserpermeabilitat innerhalb der verschiedenen Konzentrationen kein so 
ausgepragtes Verhalten wie DNP. Das mag damit zusammenhiingen, daf 
es erst nach geraumer Zeit zu wirken beginnt. Auch ist der Einflu& um so 
starker, je saurer das Medium ist. 

Tab. 4 gibt den Einflu® von JA auf die Wasserpermeabilitaét in den 
Konzentrationen 10-1 Mol/l—10-3 Mol/Il wieder. Betrachten wir zunachst 
die Plasmolyse. Wie die Tabelle zeigt, fand bei Einwirkung von JA 
{0-1 Mol/l in den ersten 20 Minuten eine ausgesprochene Hemmung der 
Plasmolyse statt. Dieses Verhalten stimmte mit dem nach dieser Plasmo- 
ivsedauer zu beobachtenden vielfach konkaven bis krampfartigen Plasmo- 
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Tab. 6. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0.4 Mol/l MA (a), mit Zusatz von JA 

10—* Mol/l (b), 10—* Mol/I (c) und 10—* Mol/l (d). Plasmolysedauer 70 Minuten. 

Deplasmolyse in Prozenten plasmolysierter Zellen. T 22°C. Plasmolysierte Zellen 
117—144. 





Depl.- 
Konz. 





48,7 52,0 
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Tab. 7. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0.4 Mol/l MA (a), mit Zusatz von JA 

10—4 Mol/l (b), 10—> Mol/l (c) und 10—* Mol/l (d). Plasmolysedauer 145 Minuten. 

Plasmolysierte Zellen 203—229. Deplasmolyse in Lésungen abgestufter Konzen- 
tration. Prozente plasmolysierter Zellen. T 23°C. 
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lyseformen iiberein, die auf eine ViskosititserhGhung des Zellplasmas hin- 
deuten. 


Nach 30—40 Minuten jedoch schien es, als ob die restlichen noch nicht 
plasmolysierten Zellen von nun an beschleunigt plasmolysieren wiirden. 
JA 10-2 Mol/l hemmte den Plasmolyseeintritt anfangs sehr stark und auch 
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weiter wihrend einer Plasmolysedauer von 30—60 Minuten. 10-3 Mol/I 
waren wahrend der Plasmolyse von schwacher oder indifferenter Wirkung. 
10-4Mol/l waren bei der 
vorliegenden —Plasmolyse- 
dauer schlieBlich ohne jeden 
Einflu® (Tab. 5). 
Die Wirkung auf die 
Deplasmolyse sei zunachst 
an Hand von Tab. 4 be- 
sprochen. Wie bereits er- 
wahnt, kam es bei voran- 
gegangenem EinfluB von 
JA 10-1 Mol/l zur Zersté- 
rung der Zellen. 10—? Mol/l 
hemmten nach einer Ein- 
wirkungsdauer von 60 Mi- 
nuten deutlich. 10—* Mol/I 
riefen in der Mehrzahl der 
Falle eine schwache Hem- 
mung der Wasserperme- 
Abb. 5. Plasmolyse in 0.4 Mol/i MA+KCN_ abilitét hervor. Die letzte 
10—' Mol/I nach 335 Minuten. Konzentration war nach 
einer wahrend der Plasmo- 
lyse vorangegangenen Einwirkungsdauer von 60 Minuten vereinzelt auf die 
Deplasmolyse auch ohne Wirkung. Ohne Einflu® waren nach dieser Plas- 
molyse- und damit Einwirkungsdauer 
die Konzentrationen 10->Mol/l und Tab. 8. Plasmolyseversuch. Plas- 
{0-§Mol/l. Fiir die Konzentrationen molyse in 0.4 Mol/l MA (a), mit Zu- 
10-2 Mol/I—10-3 Mol/l ergibt sich nach satz von KCN 10-* Mol/l (b). 
Tab. 5 eine der Tab. 4 entsprechende AZZ 70—72. T 24°C. 
Wirkung. Wir wiederholten diesen Ver- 
such mit dem Unterschied, daB wir JA 
in den Konzentrationen 10—4—10—6 Mol/I 
120—150 Minuten einwirken  liefen. 
Dabei ergab sich eine schwache, aber 90,2 
deutliche Hemmung der Deplasmolyse 95.8 
und damit der Wasserpermeabilitat. 2.¢ 98.6 





b 





50,0 
75,0 


Somit scheint die Dauer der Einwirkung 5 100.0 
fiir JA auch in unseren Versuchen von 91, 100,0 
Bedeutung zu sein. ¢ Zst. 

3. Kaliumecyanid. Da_ uns HGq 
Sauerstoffentzug als ein zu grober Ein- 
griff erschien, wurde als letztes Atmungsgift KCN angewendet. Wie in den 
beiden vorangegangenen Fallen wurden die verschiedenen Konzentrationen 
in ihrer direkten Wirkung auf die Plasmolyse und in ihrem Einflu® auf die 
Deplasmolyse untersucht. Erwartungsgemaé® war die Wirkung von un- 
physiologischen hohen Konzentrationen unterschiedlich, da ja von vorn- 





Uber den Einflu@ von Atmungsgiften auf die Wasserpermeabilitat 511 


herein mit dem Einflu&® des K+ und des CN— zu rechnen war. Bei Ein- 
wirkung von KCN 10—1 Mol/l begannen sich bald nach Beginn der Plasmo- 
lyse die Randzellen der Schnitte und spiter die ganzen Schnitte charak- 
teristisch zu verfarben. Dabei schlug das Rotviolett des Anthocyans in 
deutliches Blau um. Dies findet in der Hydrolyse des KCN eine einfache 
Erklarung. KCN 10-2? Mol/l rief zumindest in den Randzellen denselben 


Tab. 9. Plasmolyseversuch. Plas- Tab. 10. Plasmolyseversuch. Plas- 
molyse in 0.4 Mol/] MA (a), mit Zu- — molyse in 0,4 Mol/] MA (a). mit Zu- 
satz von KCN 10-2 Mol/l (b). satz von KCN 10-% Mol/l (b). 
AZZ 80—100. T 24°C. Prozente der AZZ 80—100. Plasmolyse um die 
AZZ. Wegen Raumersparnis wird Mittagszeit. T 24°C. Prozente der 
die Tabelle verkiirzt wiedergegeben. AZZ. 
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14,2 
12,0 
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i) 
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Farbumschlag hervor. 10—* Mol/l und 
10-4 Mol/l waren in dieser Beziehung 
ohne EinfluB. Parallel mit der Ver- 
farbung waren bei Einwirkung von 
KCN 10— Mol/l und 10—? Mol/l von 
der Kontrolle unterschiedliche Plas- 
molyseformen zu beobachien. Be- 
sonders ausgepragt war das bei der erstgenannten Konzentration (Abb. 5). 
Nach 35—40 Minuten Plasmolysedauer rundeten sich die Protoplasten 
nahezu vollkommen ab. Die Kontrolle war zu dieser Zeit wie in Abb. 2 
plasmolysiert. 


or Sr or Or Or 
te 
CO © 


30,: 
34,8 60, 


o> 


HGq 35,5 


Bei KCN in héheren Konzentrationen mute mit zwei Fakioren ge- 
rechnet werden. Mit der Wirkung des Cyanidions, die sich vor allem in 
einer Atmungshemmung und von dieser abhingigen Reaktionen duBerte, 
sowie besonders von der kolloidchemischen Wirkung des Kaliums. Im 
Gegensatz zum bisherigen Verfahren gelangte das Gift in der Konzentra- 
tion 10-1 Mol/l auch wihrend der Deplasmolyse direkt zur Einwirkung. 
Wahrend die Kontrolle normal deplasmolysierte. rundeten sich die Proto- 
plasten des Versuchsschnitts in gleicher Weise ab, wie es fiir die Plasmolyse 
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beschrieben wurde. Nach 30—40 Minuten Plasmolyse- bzw. Deplasmolyse- 
zeit trat in beiden Fallen restlose Zerstérung der Zellen ein. 
Grundsiatzlich anders fand man das Plasmolysebild bei Einwirkung 
von KCN 10-2 Mol/l. In den ersten Minuten beobachtete man Plasmolyse- 
formen, die denen von DNP in 15 Minuten von der gleichen Konzentration 
hervorgerufenen weitgehend ahnelten. Auch hier diirfte also eine Viskosi- 
titserhéhung als Wirkung des Atmungsgiftes vorgelegen haben. Unter- 
schiede bestanden insofern, als im Falle von DNP die Zellen auf diesem 


Tab. 11. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0.4 Mol/l Ma (a), mit Zusatz von 

KCN 10-* Mol/I (b), 10—* Mol/I (c) und 10—* Mol/I (d). AZZ 149—172. Plasmolyse- 

dauer 225 Minuten. T 21°C. Deplasmolyse in Lésungen abgestufter Konzentration. 
Prozente plasmolvsierter Zellen. 





Depl.- 


Konz. 





22,9 13,5 9,6 
23,6 18,3 9,6 
23,6 18,3 9,6 
24,3 18,3 9,6 
24,3 18,3 9,6 


29,1 18,3 8,2 
29,1 19,7 10,7 
29,1 23.1 13,7 


29.8 27,9 13,7 


58,3 64,6 20,6 
81,9 77,5 16,0 
88,8 93,1 7,5 
92,3 93,1 8,0 
95,8 ; 95,9 8,0 


HGg 11,0 


Stadium abzusterben begannen, wahrend sie bei Einwirkung von KCN 
bei vollstandiger Plasmolyse iiberwiegend gerade bis schwach konvex plas- 
molysiert waren. Das unter Einwirkung von KCN 10-3 Mol/I zustande ge- 
kommene Plasmolysebild entsprach in jeder Phase der Plasmolyse dem der 
Konitrolle. 


Aus Tab. 8 ist ersichtlich, daB unter Wirkung von KCN 10-1 Mol/I nach 
45 Minuten Plasmolysedauer Zerstérung der Zellen eintrat, nachdem letz- 
tere innerhalb von 20 Minuten vollstandig plasmolysiert waren. Die Zer- 
stérung der Zellen schritt rasch fort, so da® nach kurzer Zeit der Zellsaft 
aller Zellen des betreffenden Schnittes ausgelaufen war. 

10-2 Mol/l hemmten den Plasmolyseeintritt sehr stark. In dem der Tab. 9 
zugrunde liegenden Versuch wurden die Auszahlungen in Abstanden von 
5 Minuten vorgenommen. Bogen (1953) beobachtete bei Einwirkung der- 
selben Konzentration unter konstanten osmotischen Bedingungen stets Ab- 
sterben der Zellen. 
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KCN 10-3 Mol/l hemmte den Plasmolyseeintritt schwach, aber deutlich 
(Tab. 10), 10-4 Mol/l waren von unterschiedlicher Wirkung. 

Um einen deutlichen Effekt auf die Deplasmolyse zu erzielen, war: es 
notwendig, relativ lange unter der Einwirkung von KCN zu plasmolysieren. 
Bei vorangegangenem Einflu& von 10-2 Mol/] (120 Minuten) trat Zerstérung 
der Zellen ein. 10—* Mol/l hemmten nach einer Plasmolysedauer von 180—225 


Tab. 12. Plasmolyseversuch. Plasmolyse in 0,4 Mol/l MA (a), mit Zusatz von KCN 
10—! Mol/l (b) und KCN 10—* Mol/l + Ca Cl, 10— Mol/I (ce). AZZ 80—100, T 24°C. 








5, 


eo 3 -3 -3 «73 47 I 
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Minuten die Deplasmolyse, 10-4 Mol/| zeigten nach dieser Einwirkungszeit 
eine noch eben wahrnehmbare Hemmung, wahrend die Konzentration 
10-5 Mol/l praktisch ohne Einflu® war (Tab. 11). 

Direkte Einwirkung von KCN 10-2 Mol/l—10-* Mol/l wahrend der 
Deplasmolyse rief bei 95—100%igem Plasmolyseriickgang der Kontrolle 
eine Hemmung der Deplasmolyse hervor. Zur weiteren Klarung des Ver- 
haltens der Protoplasten bei Einwirkung von KCN 10-1 Mol/I stellten wir 
Kompensationsversuche mit CaCl, an. Nach Ba p tiste (1935) resultiert als 
Ergebnis der Wirkung monovaleniter Ionen eine héhere Permeabilitat, die 
ursachlich auf die Auflockerung des Protoplasmas durch Quellung zuriick- 

Protoplasma, XLVIII/4. 38 
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zufiihren ist. Das wiirde den raschen Wasseraustritt waihrend der Plas- 
molyse unter der Wirkung von KCN 10—' Mol/I erkliren. Bivalente Ionen 
wie das Ca++ wirken entquellend und verdichtend auf das Plasma. Nach 
de Haan (1935) wird als Folge davon die Wasserpermeabilitat durch 
schwache Konzentrationen solcher lonen gehemmt. 

Wie aus Tabelle 12 hervorgeht, war der unter Wirkung von KCN 
10-1 Mol/l plasmolysierte Schnitt entsprechend dem Ergebnis von Tabelle 8 
nach 20 Minuten nahezu 100%ig plasmolysiert. Die hier erst nach 60 Mi- 
nuten einsetzende Zerstérung der Zellen diirfte auf die Wirkung des Cyanid- 
ions zuriickzufiihren sein. Der unter Wirkung von KCN 10— Mol/l und 
CaCl, plasmolysierte Schnitt lief demgegeniiber eine bedeutende Ver- 
zogerung der Plasmolyse erkennen. Férderung der Plasmolyse gegeniiber 
der Kontrolle trat nur wahrend der ersten 20 Minuten ein, dann verhielt 
sich der Schnitt bei teilweiser leichter Hemmung wie die Konitrolle. Dies 
Verhalten wird auf Grund der Kompensation der quellenden Wirkung des 
K+ und der entquellenden Wirkung des Ca++ verstandlich. Der Zusatz von 
CaCl, verhinderte auch die Zerstérung der Zellen. Das weist klar darauf 
hin, daf an dieser auch die Kaliumquellung Anteil hat. 

Auch die Plasmolyseform war in dem mit KCN 10— Mol/l und CaCl, 
Mol/l im Vergleich zu dem mit KCN 10—1 Mol/l behandelten Schnitt eine 
andere. Nach einer Plasmolysedauer von 50 Minuten iiberwogen einseitig 
konvexe Plasmolyseformen. Auch darin driickt sich die Aufhebung der 
durch das K+ bewirkten Quellung aus. 

Als Gesamtergebnis erscheint, daf alle Gifte in physiologischen Konzen- 
trationen den Plasmolyse- und Deplasmolyseverlauf hemmen. Unphysiolo- 


gische Konzentrationen riefen abnorme Plasmolyseformen hervor und 
wirkten in der Regel toxisch. 


II. Versuche mit Atmungsgiften und Indol-3-essig- 
saiure 


Im Verlauf unserer Untersuchung wurde klar, daf im Fall von Bra u- 
ner und Hasman (1952) wie auch im eigenen die Frage einer indirekten 
atmungsabhangigen Wirkung der IES auf die Wasserpermeabilitat nicht 
durch Versuche geklart werden konnte, die einen als Folge einer Atmungs- 
hemmung veranderten Kolloidzustand des Protoplasmas zur Grundlage 
hatten. Sowohl bei Sauerstoffentzug als auch nach vorangegangener Ein- 
wirkung von Atmungsgiften wird die Wasserpermeabilitat gehemmt 
(vgl Brauner und Hasman 1952 wie auch Abschn. I unserer Uniter- 
suchung). Es ist einleuchtend, daf man in einem solchen Fall aus der ver- 
ringerten oder gar aufgehobenen IES-Wirkung nicht den Schluf ziehen 
kann, daf die IES iiber die Atmung die Wasserpermeabilitat fordert. Viel- 
mehr ist an eine negative Beeinflussung des Quellungszustandes durch die 
Atmungshemmung zu denken, die durch die positive, die der Wuchsstoff 
ausiibt, nicht kompensiert werden kann. Unsere Versuche mit Atmungs- 
giften und IES diirften diese Ansicht weitgehend unterstiitzen. Da in letz- 
ier Zeit Versuche publiziert wurden, die geeignet sind, Bedenken gegen 
die permeabilitatsférdernde Wirkung der IES aufkommen zu lassen 
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(Ketellapper 1953, Ordin und Bonner 1956), wurde die Wirkung 
der betreffenden [ES-Konzentrationen auf die Permeabilitat nochmals iiber- 
priift. Wie Tab. 13 zeigt, wirkt in diesem Fall die Konzentration 10—¢ g/ml 
ausgesprochen férdernd. 


Tab. 13. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0,35 Mol/l MA. AZZ 190—213. Plas- 
molysedauer 120 Minuten. T 21°C. Deplasmolyse in 0,25 Mol/l MA (a), mit Zusatz 
von IES 10—* g/ml (b) und 10—7 g/ml (c). Prozente plasmolysierter Zellen. 





Bert 


| 
| c 








| 


755 


Wendet man jedoch MA-Konzentrationen, die nahe an der grenzplas- 
molytischen Konzentration liegen, zur Deplasmolyse an, so ist bei unserer 
Methode sowohl bei den mit IES behandelten Schnitten als auch in den 


Tab. 14. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0,4 Mol/l MA (a), mit Zusatz von 
DNP 10— Mol/I in b, c und d. AZZ 164—183. Plasmolysedauer 60 Minuten. T 24°C. 
Deplasmolyse in 0,25 Mol/l MA mit Zusatz von IES 10— g/ml (c) und 10—* g/ml (d). 











76,4 
52,6 
23,7 
13,2 
9,7 
2,7 





28,5 | 29,7 


Konirollschnitten keine vollstaindige Deplasmolyse zu beobachten. Daraus 
folgt, da eine optimale [ES-Wirkung ein gréferes Saugkrafidefizit vor- 
aussetzi (vgl. auch Bogen 1953 sowie Poh]! 1953). Weitere Untersuchun- 
gen miissen ergeben, ob ein den iiblichen Versuchsbedingungen entspre- 
chendes Defizit tatsichlich in den Pflanzen vorliegt. 

Fiir die Versuche mit Atmungsgiften und IES verwendeten wir die 
niedrigsten noch physiologisch deutlich wirksamen Konzentrationen der 
Inhibitoren. Bei DNP traf dies fiir 10-5 Mol/l zu. Wie in Abschnitt I gezeigt 
werden konnte, verursachte diese Konzentration nach einer Einwirkungs- 
dauer von 60 Minuten eine noch recht bedeutsame Hemmung der Wasser- 
permeabilitét. Aus Tab. 14 ist zu ersehen, daR die Wirkung von IES 


38* 
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10- g/ml und 10-* g/ml auf die Deplasmolyse nach einer wahrend der 
Plasmolyse erfolgten Einwirkung von DNP 10-5 Mol/l ausblieb. Der hem- 
mende Einflu& des DNP wurde also durch den férdernden der IES nicht 
iiberwunden. 

Im Gegensatz zu DNP schien die durch JA 10-* Mol/l nach einer Ein- 
wirkungszeit von 170 Minuten hervorgerufene Hemmung durch IES 
10-® g/ml kompensiert zu werden. 


Tab. 15. Plasmolyseversuch. Plasmolyse in 0,4 Mol/l MA (a), mit Zusatz von KCN 

10-3 Mol/l (b), KCN 10—* Mol/l + IES 10— g/ml (c), KCN 10-* Mol/l + IES 

10— g/ml (d) und KCN 10—* Mol/l + IES 10—* g/ml (e). AZZ 94—104. Plasmolyse 
um die Mittagszeit. T 25°C. Prozente der AZZ. 











57,4 | — 2,2 
7,3 10,6 
77,2 14,9 
; 17,8 
12,4 
12,5 
79, 13,8 
79, 12,7 
80,1 | 10,7 | 14,5 
80,1 | 10,7 | 14,5 
900 | 86 | 11,7 
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—HGg | 110 | 118 | 3 


Wesentlich klarer waren hingegen die Versuche mit KCN. In dem 
Tab. 15 zugrunde liegenden Versuch wurden KCN 10-3 Mol/l und 
IES 10-4 g/ml bis 10-6 g/ml zu gleicher Zeit wahrend der Plasmolyse an- 
gewendet. 


Die durchschnitilichen Hemmungsgrade waren in allen Versuchsschnitten 
nach 170 Minuten Plasmolyse nahezu gleich. Offenbar war die Wirkung 
der angewendeten KCN-Konzentration derart stark, daB der fordernde Ein- 
flu& des Wuchsstoffs unterdriickt wurde. Besonders iiberraschend ist, da 
durch IES 10-4 g/ml die Hemmung der Plasmolyse durch KCN nicht ver- 
starkt wurde, dafi also auch diese Konzentration beziiglich der Permeabilitit 
praktisch nicht zur Wirkung kam. 


Die von uns durchgefiihrten Deplasmolyseversuche hingegen ergaben, 
daf die nach vorangegangener Einwirkung von KCN 10-% Mol/l bewirkte 
Hemmung der Wasserpermeabilitat durch IES zum Teil kompensiert wer- 
den kann. Tab. 16 gibt einen Versuch wieder, in dem KCN in der erwahn- 
ten Konzentration 240 Minuten wahrend der Plasmolyse einwirkte. Der 
hohe durchschnittlichhe Hemmungsgrad (63,9 in der KCN-Konirolle) wah- 
rend der Deplasmolyse diirfte sich einmal aus der langen Einwirkungszeit 
des Giftes erklaren. Zum anderen wurde nur eine Mannitkonzentration zur 
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Deplasmolyse verwendet, so daft keine stiindige Erneuerung des Saugkraft- 
defizits stattfand. Bei Deplasmolyse unter Einflu® von IES 10—* g/ml und 
10-7 g/ml erhielten wir fiir die durchschnittlichen Hemmungsgrade Werte, 
die unter dem Wert der KCN-Kontrolle lagen. Dabei war IES 10-7 g/ml 


Tab. 16. Deplasmolyseversuch. Plasmolyse in 0,4 Mol/l MA (a), mit Zusatz von KCN 

10—* Mol/l in b, c und d. AZZ 81—96. Plasmolyse um die Mittagszeit. T 22°C. 

Plasmolysedauer 240 Minuten. Deplasmolyse in 0,3 Mol/l1 MA mit Zusatz von 
IES 10—* g/ml (c) und 10— g/ml (d). Prozente plasmolysierter Zellen. 





HG 


ce 





65,6 59,5 65,6 

75,0 | 56,7 75,0 

78,1 43,5 56,7 

70,2 40,6 59,0 

70,2 | 36,5 59,0 

70,2 | 34,5 59,0 

65,8 34,5 59,9 

70,4 39,1 46,9 

55,2 39,1 46,9 

| 55,2 39,1 46,9 

110 2 55,2 39,1 46,9 
120 | | 55,2 39,1 46,9 
130 | | | 55,2 35,0 46,9 
150 | | 58,4 28,0 50,1 
170 | 58,7 37,7 42,9 


63,9 39,8 | 53,8 


weniger wirksam als IES 10-6 g/ml. Es fand also eine teilweise Kompen- 
sation der durch KCN erzeugten Hemmung der Wasserpermeabilitat statt. 

Gesamtergebnis des zweiten Abschnitts: Nach vorangegangener Ein- 
wirkung von Atmungsgiften kommt die permeabilitatsférdernde und hem- 
mende Wirkung der IES nicht zum Vorschein oder dufert sich in einer 
Kompensation. 


Diskussion 


Unsere Ergebnisse iiber den Einflu8 von Atmungsgiften auf die Wasser- 
permeabilitaét sind in vielfacher Hinsicht von Bedeutung. Zuniichst ergibt 
ein Vergleich der maximalen durchschnittlichen Hemmungsgrade, da DNP 
in der Mehrzahl der Falle am starksten wirkte. Schon durch die Konzen- 
tration 10-5 Mol/l wurde ein durchschnittlichher Hemmungsgrad von 27,2 er- 
reicht. Wir méchten annehmen, daB es sich bei dieser Verdiinnungsstufe um 
eine physiologische oder ,,spezifische* Konzentration handelt, d. h. daB sie 
nicht einfach als direkt schadigend angesehen werden kann. JA und KCN 
wirkten demgegeniiber weitaus schwacher, wenn man von den Konzentra- 
tionen ausgeht, die angewendet werden muften, um eine Hemmung der 
Wasserpermeabilitaét zu erhalten. Fiir die relativ schhwache Cyanidwirkung 
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kommt noch der Umstand hinzu, daf nach Angaben von James (1953) die 
Hemmung der Atmung bei keiner weiteren Zufuhr von CN bereits nach 
einer Stunde abklingen kann. Man deutet das in der Regel so, daft das 
Cyanid mit dem Metall der Cytochromoxydase eine reversible Verbindung 
eingeht. 

Interessant ist die ahnliche Wirkung der Inhibitoren in hohen Konzen- 
trationen wahrend der Plasmolyse. Es wurden Erscheinungen beobachiet, 
die auf eine Erhéhung der Viskositat oder der Adhiasion schliefen lassen. 
Unentschieden bleibt, ob dies eine direkt toxische Wirkung der Gifte oder 
eine Folge restlos gehemmter Atmungs- bzw. Stoffwechselvorginge in wei- 
terem Sinne ist, die zur Erhaltung des Permeabilitatszustandes beitragen. 
Durch die Ergebnisse mit physiologischen Konzentrationen der verwendeten 
Gifte diirfte nachgewiesen sein, da aufer der Endatmung sich aus dem 
Zitronensdurezyklus und der Glykolyse herleitende Reaktionen an der Er- 
haltung des Permeabilitatszustandes beteiligt sind. Die Ergebnisse B ra u- 
ners (1940), der eine Herabsetzung der Wasserpermeabilitét durch Sauer- 
stoffentzug nachwies, wurden durch unsere Versuche mit KCN bestatigt. 

Der beobachtete Einflu& von Atmungsgiften auf die Wasserpermeabili- 
tat diirfte wohl auch fiir die Permeation organischer Anelektrolyte gelten. 
Stenlid (1949) fand, da die Glukoseaufnahme junger Weizenwurzeln 
durch DNP in héheren Konzentrationen gehemmt wird. Auf Grund unserer 
Ergebnisse halten wir es nicht fiir richtig, wenn Stenlid die Glukose- 
aufnahme von einem ,speziellen, in der Wurzel lokalisierten Mechanis- 
mus” abhangig machen will. Weit einfacher lieRe sich das als Folge der Ein- 
schrankung der Permeabilitat durch gehemmte Atmung erklaren. 

SchlieBlich sei noch zu einer Untersuchung Bogens (1953) Stellung ge- 
nommen. Dieser hielt u. a. plasmolysierte Zellen von Rhoeo discolor unter 
konstanten osmotischen Bedingungen. Hierbei wurden Volumenvergréfe- 
rungen beobachtet, die als ,nichtosmotische Wasseraufnahme“ charakteri- 
siert wurden. Diese Volumenveranderungen blieben unter dem Einfluf& 
von DNP aus. KCN in den Konzentrationen 10-2 Mol/l und 10-3 Mol/I war 
wirkungslos. Im Gegensatz dazu konnten wir bei Veranderung der osmo- 
tischen Bedingungen (Plasmolyse, Deplasmolyse) auch einen die Wasser- 
permeabilitat hemmenden Einflu& von KCN in den erwahnten Konzen- 
trationen feststellen. 

AbschlieBend bleibt noch die unmittelbare Wirkung des Wudhsstoffes 
auf die Permeabilitét und ihre Beziehung zur Atmung zu besprechen. Auf 
Grund von Modellversuchen an Gelatine und Agar nahmen v. Gutten- 
berg und Mein! (1952) an, da der Wuchsstoff in den Konzentrationen 
10-6 g/ml und 10~7 g/ml iiber eine Quellungserhéhung foérdernd auf die 
Permeabilitat des Plasmas eingreift. Poh| (1953) entwickelte die Vorstel- 
lung, daf durch Adsorption des lipophilen Ringes der Wuchsstoffmolekiile 
an Plasmagrenzflachen und durch die Hydratation der Carboxylgruppen eine 
Permeabilitatserhéhung eintritt. Beide Anschauungen widersprechen sich 
nicht und diirften in der Pflanze sicher innigst miteinander verbunden sein. 
Somit besteht kein AnlaB anzunehmen, da® der Wuchsstoff iiber die End- 


atmung auf die Wasserpermeabilitat wirkt, wie Brauner und Hasman 
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(1952) auf Grund ihrer Untersuchungen an Kartoffelparenchym vermuteten. 
Vielmehr diirfte nach unseren Ergebnissen eine Blockierung der End- 
atmung oder von Teilstadien der Atmung eine negative Beeinflussung des 
Queliungszustandes des Plasmas zur Folge haben, die sich in einer ver- 
minderten Permeabilitat aufert. Der direkte Wuchsstoffeffekt kommt dabei 
iiberhaupt nicht oder nur als teilweise Kompensation zum Vorschein, wie 
es an einem KCN-Versuch demonstriert wurde. Bei Verwendung von DNP 
ist dabei zusitzlich an eine Verdringung des Wuchsstoffs aus lipoiden 
Grenzlagen des Plasmas zu denken. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde der Einfluf verschiedener Konzentrationen von 2,4-DNP, 
JA und KCN auf die Wasserpermeabilitat untersucht. Die Gifte kamen 
in der Regel wahrend der Plasmolyse zur Einwirkung, die Deplasmolyse 
diente zur Charakterisierung der Wasserpermeabilitat. 

2. Von allen drei angewendeten Giften wirkte DNP am starksten. 
10-2 Mol/l und 10-* Mol/l zerstérten wahrend der Plasmolyse die Semi- 
permeabilitét des Plasmas. 10-4 Mol/] und 10-5 Mol/l hemmten in abneh- 
mendem Mafte den Plasmolyseeintritt, beide Konzentrationen wirkten stark 
hemmend auf die Wasserpermeabilitat. Hemmend wirkt auch noch DNP 
10-6 Mol/l, wahrend bei 10-7 Mol/I die Wirkung allmahlich erlischt. 

3. Gegeniiber DNP wirkt JA in den entsprechenden Konzentrationen weit 
weniger toxisch. 10—! Mol/l und 10—? Mol/l hemmen den Plasmolyseeintritt, 
10-3 Mol/l wirken schwach oder indifferent, 10-4 Mol/| sind bei einer Ein- 
wirkungszeit von einer Stunde auf die Plasmolyse ohne Einfluf. 

Bei Deplasmolyse von Zellen, die waihrend der Plasmolyse mit JA 10—1 
Mol/1 behandelt worden waren, setzt sofort Zerstérung ein. 10-2 Mol/] und 
10-3 Mol/l hemmen nach einer Einwirkungszeit von 60 Minuten. Die Wirkung 
der letzten Konzentration unterliegt jedoch starken Schwankungen. JA 10-4 
Mol/l — 10—-® Mol/l wirken nach einer Plasmolysedauer und damit Einwir- 
kungszeit von 150 Minuten hemmend auf die Deplasmolyse. 

4. KCN 10-1! Mol/l zerstéren die Zellen wahrend der Plasmolyse, 10-7 
Mol/l und 10-3 Mol/l hemmen den Plasmolyseeintritt, 10—* Mol/l sind von 
unterschiedlicher Wirkung. 


Nach langer Einwirkung von KCN 10-2 Mol/l wahrend der Plasmolyse 
werden die Zellen bei der Deplasmolyse zerstért. 10-3 Mol/l hemmen die 
Deplasmolyse schwach, 10-4 Mol/l wirken unter unseren Bedingungen un- 
bestimmt. 


Direkte Einwirkung von KCN 10-2 Mol/l und 10-3 Mol/l wahrend der 
Deplasmolyse hemmen diese stairker als nach vorangegangenem Einfluf 
wiahrend der Plasmolyse. 

Durch Kompensationsversuche mit CaCl, wird gezeigt, da die Zer- 
stérung der Zellen bei Einwirkung von KCN 10-1 Mol/l der Wirkung des 
Cyanidions zuzuschreiben ist. Die Férderung der Plasmolyse ist eine Wir- 
kung des Kaliums. 
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5. Durch DNP 10-2 Mol/I und 10-3 Mol/l, JA 10-1 Mol/l sowie KCN 10-2 
Mol/l werden Plasmolyseformen induziert, die iibereinstimmend auf eine 
Erhéhung der Viskositét bzw. Anderung der Adhasion schliefen lassen. 

6. Wahrend der Plasmolyse erfolgende Einwirkung von DNP 10-5 Mol/I 
hemmt die Deplasmolyse derart stark, daf die permeabilitatsfordernde 
Wirkung der IES in den Konzentrationen 10-5 g/ml und 10-6 g/ml nicht 
zum Vorschein kommt. 

7. KCN 10-® Mol/l in Verbindung mit IES 10-4 g/ml — 10-6 g/ml JaRt 
weder die hemmende noch die férdernde Wirkung der Saéure wahrend der 
Plasmolyse in Erscheinung treten. 

Deplasmolyseversuche lassen im Fall vorangegangener Einwirkung von 
KCN 10-3 Mol/l eine deutliche Kompensation der dadurch erzielten Hem- 
mung der Wasserpermeabilitat durch IES 10-6 g/ml und 10-7 g/ml erkennen. 

8. Mit der Hemmung der Permeabilitat zusammenhangende Fragen der 
nichtosmotischen Wasseraufnahme und der Glukoseaufnahme junger Wei- 
zenwurzeln werden diskutiert. 
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Thioninfarbbarkeit der Zellmembranen 
von Siifwasseralgen 


Von 
Karl Héfler 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 16. Februar 1957) 


Nach Héfler und Schindler (1953) verhalten sich verschiedene 
Arten der Desmidiaceengattung Closterium bei Vitalfarbung sehr ver- 
schieden. Im besonderen sind die Zellmembranen bei den einen Arten elek- 
troadsorptiv anfarbbar, bei anderen nicht; das Speichervermégen der Zell- 
wandung durch Austauschadsorption ist also artspezifisch unterschieden. 


Es erschien von Interesse, diesen Effekt, getrennt von Vitalfarbevor- 
gingen im lebenden Protoplasten, naher kennenzulernen. Ich wihlte dazu 
folgende Versuchsanstellung. Es war ein basischer Farbstoff zu verwenden, 
der unschiadlich ist und im Neutralbereich zur Gianze dissoziiert vorliegt. 
Diese Bedingungen sind beim Thionin erfiillt, das sich auch schon friiher 
(l.c., S. 303) als besonders kraftiger Membranfarber erwiesen hat (vgl. 
Abb. 1). Die Basendissoziationskonstante liegt hoch, sie betragt 1,8- 10-3 
(vgl. M. M. Brooks 1929), die Farbe ist also im neutralen Bereich prak- 
tisch véllig dissoziiert '. 


Pufferung der Farbbiader, die sonst zur Einstellung konstanter pH-Werte 
stets angewandt wird, war diesmal zu vermeiden, weil auch die geringe 
Salzkonzentration (m/150 bei der iiblichhen Phosphatpufferung) doch schon 
blockierend auf die Zellwandfarbung wirken kénnte. 


Weiter lie® ich die Farbe aus plasmolysierendem Farbbad, welches 
0.7 mol Traubenzucker enthielt, einwirken. — Wir unterscheiden mit 


1 Nach Bartels und Schwantes (1955) folgt die Aufnahme des Thio- 
nins in lebende Allium-Zellen (im alkalischen Bereich) streng der Dissoziations- 
kurve dieses Farbstoffes, d. h. proportional der im Farbbad vorhandenen Kon- 
zentration undissoziierter Molekiile. Das Thionin verhalt sich darin regelm&figer 
als die von Bartels und Schwantes auferdem gepriiften Basenfarbstoffe 
Methylenblau und Akridinorange. 
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Drawert (1937, 1956, S. 271) Adsorptionsfarbung und chemische Nieder- 
schlagsfarbungen pflanzlicher Membranen und unter letzteren primire 
Firbung, die durch chemische Bindung der [arbstoffe an natiirlich vor- 
handene Membranstoffe bewirkt wird, und sekundiare, die durch Bindung 
an nachtraglich in die Membranen eingewanderte Substanzen zustande- 
kommt. Solche sekundire Farbung wird haufig postmortal durch Stoffe ver- 
ursacht, die aus dem absterbenden Protoplasten austretend die Zellwand 
durchtrankt haben (Brauner 
1933, 1956). Wenn nun die beob- 
achteten Algenzellen eine nor- 
male Zuckerplasmolyse aufwei- 
sen, so wird dadurch nicht nur 
die Beobachtung der Zellwand- 
farbung an den Teilen der Mem- a7 
bran, von denen sich der Proto- 
plast zuriickgezogen hat, erleich- 
tert, sondern es laRt sich auch die 
Gefahr der Verwechslung mit 
solcher postmortal-sekundarer 
Niederschlagsfarbung ausschlie- 
Ren. Denn aus dem normal plas- 
molysierten Protoplasten werden 
noch keine irgend in Betracht 
kommenden Mengen von  zell- 
wandinfiltrierenden Stoffen aus- 
getreten sein. 
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Die Zielsetzung solcher Ver- 
suche ist eine doppelte. Sie 
machen in anatomischer Hinsicht 
mit einer neuen Eigenschaft der Oe ras PP yee SN ee 
Algenmembranen bekannt, die 450 40 $30 $570 610 650 690 
sich, wie es scheint, in vielen Fal- sats 
len auch zur Differentialdiagnose Abb. 1. Absorptionskurven der drei 
von Arten als brauchbar erweisen  Thiazinfarbstoffe 1. Methylenblau, 2. Thio- 
wird. Sie dienen in physio- nin, 3, Methylenviolett. Nach Conn 1953, 
logischer Hinsicht als Vorarbeit pr oe 
bzw. zur Materialschau fiir das 
sehr aktuelle Problem vom Mechanismus der lonenaufnahme in die Zelle. 
Hat sich doch schon in mehreren Arbeiten (Hirn 1953, E. Huber 1955, vgl. 
Hoéfler 1953, S. 457) gezeigt, da Farbstoffe, die zunachst nur elektro- 
adsorptiv an der Zellwand festgelegt worden sind, nachher in eine per- 
meierfahige, also wohl in molekular-lipoidlésliche Form iibergehen und dann 
in solchem Zustand den Weg ins Innere der Protoplasten finden kénnen. Fiir 
den weiteren Ausbau solcher Versuche, die offenbar in gewissen Grenzen 
selbst als Modell fiir die Aufnahme in Ionenform gebotener Nahrsalze gelten 
konnen, ist die Kenntnis der elektroadsorptiven Speicherfahigkeit der Zell- 
membranen der gewahlien Versuchsobjekte von grofer Bedeutung. 
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Meine erste Versuchsreihe wurde zu Ende August 1956 in der Ramsau 
bei Schladming mit frischem Algenmaterial durchgefiihrt, das aus den durch 
ihren Reichtum beriihmten Hochmooren — dem Schwaigermoos RMK und 
Heimerlmoor RT — eingebracht wurde, die zweite, ausfiihrlichere in Wien 
am 2. bis 11. Janner 1957 an Ramsauer Algen, die sorgsam kultiviert wor- 
den waren und sich in bestem Zustand befanden. 


Ich hielt etwa zwanzig ausgewahlte Proben ab Oktober auf einer lichten, 
offenen, nach Ost exponierten Veranda meiner Wohnung. Die Algen sind vor Er- 
warmung zu schiitzen. Sie wurden im Herbst der Morgensonne nur fiir kurze Zeit 
ausgesetzt, sonst bei diffusem Licht gehalten. Wahrend der kurzen Frostperioden 
des Friihwinters brachte ich sie voriibergehend vor das Fenster eines ungeheizten 
Zimmers. Hier hielt ich sie auch einige Tage vor den Versuchen bei 8—10°C; sie 
zeigen dann den normalen, fiir die einzelnen Arten kennzeichnenden Plasmolyse- 
formverlauf und keine winterlich veranderten Krampf- und Zerrplasmolysen. 

Die Versuchslésung stellte ich mir durch Mischen von 7 Teilen 2 mol Trauben- 
zucker in glasdest. H,O, 2 Teilen 1 : 1000 Thionin in H,O und 11 Teilen H,O her; 
die Lésung enthielt somit 1 : 10.000 Thionin und 0,7 mol Traubenzucker. Bei den Vor- 
versuchen in der Ramsau war auch mit 1 :5000 und 1 : 20.000 Thionin gearbeitet 
worden. 

Kleine Proben der Algenmasse wurden auf den Objekttraiger gebracht, nach 
raschem Absaugen des Moorwassers mit grofen Tropfen der Thionin-Zucker-Lésung 
bedeckt und darin mit Nadeln verteilt. Nach einigen Minuten wurde mit grofem 
Deckglas bedeckt und nach 10—i2 Min. reine, farbfreie Traubenzuckerlésung von 
0,7 mol so lange behutsam durch die Priaparate geleitet, bis die ansaugenden Strei- 
fen weifen Filtrierpapiers keine Spur mehr von Farbung erkennen liefen. Hierauf 
begann die mikroskopische Beobachtung. 

Das im Janner meist verwendete Material stammte aus einer tiefen, engen 
Schlenke im Latschenhochmoor von RT, die nach der Senkung des Grundwasser- 
spiegels noch nicht wie die anderen Schlenken dieses Moores zeitweiliger Aus- 
trocknung verfallen ist (.,.letzte Schlenke“). In einem der gefarbten Priparate wurden 
am 3. Jaénner 1957 von Dr. L. Fetzmann die Zellindividuen der die Gesell- 
schaft aufbauenden Arten ausgezahlt: Gonatozygon Brebissonii 26, Netrium di- 
gitus var. lamellosum 23, Penium spirostriolatum 1, Closterium striolatum 69, 
Closterium juncidum 26, Closterium dianae 1, Tetmemorus granulatus 185, 
Euastrum ansatum 3, Euastrum pictum 2, Euastrum binale 1, Cosmarium pyra- 
midatum 11, Cosmarium connatum 1, Cosmarium margaritiferum 2, Xanthi- 
dium antilopaeum 3, Xanthidium fasciculatum 2, Arthrodesmus convergens 2. 
Staurastrum sp. 1, Mougeotia sp. 22, Zygnema sp. 2, Gloeococcus Schroeteri 3. 
Oocystis sp. 2, Scenedesmus bijugatus 1, Pediastrum Boryanum 3, Ophyocythium 
sp. 7, Oedogonium sp. 205, Pinnularia viridis 7, Cymbella gracilis 5, Gloeodinium 
montanum 6, Aphanothece sp. 6, Aphanothece vgl. microscopica 3, Chroococcus 
turgidus ca. 500, Nostoc Kihlmanii 1. 

Am reichlichsten ist von den Einzellern Chroococcus turgidus vertreten, dann 
folgt Tetmemorus granulatus, der sich in der Kultur vermehrt hatte, weiter Clo- 
sterium striolatum, Netrium digitus var. lamellosum (vgl. Krieger 1933), 
Closterium juncidum, Gonatozygon Brebissonii. In anderen Praparaten waren 
auch Netrium interruptum, Asterococcus superbus und einiges andere enthalten. 


Stets sind die Membranen der Arten derselben Algengesellschaft un- 
gleich farbbar, was auf artspezifisch ungleichem Farbspeichervermégen be- 
ruhen muf. So farben sich alle Individuen von Closterium striolatum 
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dunkelvioleit, alle Zellen von Netrium digitus var. lamellosum lebhaft, aber 
mafig tief lila, wahrend an allen Zellen von Tetmemorus granulatus die 
Membranen ungefiarbt bleiben. Die Abb. 2—4 kennzeichnen das typische 
Verhalten. 

Zwar kann auch bei artgleichen Zellen im gleichen Praparat die Far- 
bung recht verschieden stark ausfallen, wenn der Farbzutritt stellenweise 


Abb. 2. Closterium striolatum (Membran intensiv gefarbt) und Tetmemorus granu- 
latus (Membran ungefarbt). 


Abb. 3. Netrium digitus var. lamellosum (Membran gefarbt) und Tetmemorus 
granulatus (ungefarbt). 


durch dichte Lagerung der Algen erschwert ist oder stark speichernder 
Detritus die Farbung der lebenden Zellen konkurrenziert; doch lassen 
sich solche Fehlerquellen bei aufmerksamer Beobachtung leicht ausschlieBen. 
Die jungen Membranhilften sind oft schwiacher gefarbt als die alteren 
Halften oder noch ungefarbt. Wo aber freiliegende, benachbarte, erwachsene 
Zellen ungleiche Farbung zeigen, ist die Beobachtung beweisend. Abb. 2 
zeigt intakte plasmolysierte Zellen von Tetmemorus und Closterium, beim 
ersteren ist die Membran farblos, beim letzteren tief dunkellila (die Bil- 
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der wurden auch in Farbphotos festgehalten). Daf die Protoplastenrundung 
nach Plasmolyse bei Cl. striolatum verzégert erfolgi, ist bekannt (vel. 
Krebs 1951); der Protoplast der Zelle ist véllig normal. Abb. 3 zeigt 
Tetmemorus und Netrium, beim letzteren ist die Membran stets miafig 
stark lila; ahnlich ist der Farbeerfolg bei Xanthidium fasciculatum (Abb. 4). 

Von den Algenproben aus dem Ramsauer Schwaigermoos arbeitete ich 
vornehmlich mit einem sehr artenreichen Material (aus dem mittleren 
Teil des ,Hauptgrabens*, pH um 6,5), mehrere andere Proben dienten fiir 
Einzelversuche. Membranfarbung fe h1te in charakteristischer Weise auRer 
bei Tetm. granulatus auch bei Cosm. pyramidatum, C. connatum, Arthro- 
desmus convergens und einigen weiteren Desmidiaceen und, wie aus vielen 
friiheren Versuchen mit anderen Farbstoffen zu erwarten, bei der Hetero- 
conte Chlorobotrys regularis. 

Die folgende Tabelle fat meine Beobachtungen an Ramsauer Hoch- 
moorarten zusammen. Es bedeutet +++ starkste Farbung, ++ starke, + mittel- 
starke, +— schwache, —+ schwachsite, — fehlende Farbung. 


Mesotaeniales: 


Gonatozygon Brebissonii 
Cylindrocystis Brebissonii 
Netrium digitus var. parvum 
Netrium digitus var. lamellosum 
Netrium oblongum 

Netrium interruptum 


Desmidiales: 


Penium spirostriolatum 
Penium polymorphum 
Penium phymatosporum 
Closterium libellula 
Closterium acutum 
Closterium dianae 
Closterium abruptum 
Closterium juncidum 
Closterium intermedium 
Closterium striolatum 
Closterium costatum 
Pleurotaenium rectum 
Pleurotaenium nodulosum 
Tetmemorus granulatus 
Euastrum ansatum 
Euastrum sinuosum 
Euastrum oblongum 
Euastrum insigne 
Micrasterias pinnatifida 
Micrasterias truncata 
Micrasterias apiculata 
Micrasterias rotata 
Cosmarium pyramidatum 
Cosmarium pseudopyramidatum 
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Cosmarium alpinum Delp. 
Cosmarium connatum . . 
Cosmarium globosum . 
Cosmarium quadratum 


Cosmarium cucurbita 


Cosmarium parvulum 
Cosmarium Portianum . 
Cosmarium margaritiferum 
Cosmarium conspersum 
Cosmarium margaritatum . 
Cosmarium contractum var. ellipsoideum + 
Xanthidium armatum 
Xanthidium antilopaeum 
Xanthidium fasciculatum 
Arthrodesmus convergens 
Staurastrum dilatatum 
Staurastrum Dickiei ; 
Staurastrum quadrangulare 
Staurastrum teliferum 
Staurastrum paradoxum var. 
Staurastrum Heimerlianum 
Staurastrum furcatum 
Spondylosium secedens 
Desmidium Swarizii 
Gymnozyga moniliformis 


Zygnemales: 
Mougeotia sp. 
Spirogyra sp. sp. 
Zygnema RT 


Chlorophyceae: 
Asterococcus superbus 
Gloeococcus Schroeteri 
Oocystis solitaria f. major 
Oocystis lg 
Oocystis sp.? 
Chlorococcum hetey oadiek: : 
Coelastrum vgl. proboscideum . 
Eremosphaera viridis : Sag \iy 
Dictyosphaerium Ehrenbergianum eed 
Geminella minor . . 
Oedogonium cibineegeeienin 
Oedogonium sp. 
Oedogonium sp. sp. 


Bulbochaete setigera 


Heterocontae: 
Chlorobotrys regularis 
Botryococcus Braunii 
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Diatomeae: 


‘Fabellaria: floceosa:... 6 5 2s = 
PiRNUIAFIC. WIRMIS. “ois le heck ee aes SE 
Pinnularia divergens var. unduiata . . . — 


Caleneis: Gbtusa. <6 5. a hs oe we so SER 


Nur bei wenigen Arien ist die Zellwandung durch extrem starke Farb- 
speicherung gekennzeichnet, zahlreiche Arten zeigen sich stark, die meisten 
mittelstark gefarbt. etliche sind z. T. 
_ schwach, z. T. fast nicht gefarbt. 
e Nur bei einer Minderzahl von Ar- 
ten fehlt Membranfiarbung vdllig. 
LaBt man die Algen nach dem 
Auswaschen der Farbe mehrere 
Stunden in der Zuckerlésung lie- 
gen, so sieht man die Membran- 
farbung verbleichen2. Ist viel De- 
tritus beigemengt, der durch che- 
mische Bindung speichert, so ver- 
bleichen die Algen rascher. Halt 
man die Praparate in feuchter 
Kammer und beobachtet nach 12 
bis 24 Stunden wieder, so sind 
auch in den lebenden, noch plas- 
molysierten Zellen — bei den mei- 
sten Arten die Membranen eni- 
farbt: hingegen ist die Farbung 
bei Closterium striolatum gleich 
stark geblieben oder hat sogar noch 
zugenommen. Fiir diese Versuche 
verwendete ich vornehmlich das 
RT-Material, dessen Artbestand 
oben aufgezahlt wurde. Auch Cio- 
sterium juncidum erhalt sich noch 
; 7 lila, die Griinalge Asterococcus 
, superbus (Abb. 5) dunkellila. 
Abb. 4. Xanthidium fasciculatum (Mem- Man erkennt, daf® allein die 
bran gefarbt) und Tetmemorus granula- eisenspeichernden Membranen (vel. 
tus (ungefarbt). Hofler 1926) bzw. Gallerten die 
Thicninfarbung erhalten. 

Ich fiihrte mit dem Material die Berlinerblau-Probe mit 5% gelbem 
Blutlaugensalz und 5% Salzsaiure durch und fand nur die Membranen von 
Cl. striolatum intensiv, die von Cl. juncidum und die Gallerthiille von 
Asterococcus mifig stark eisenhaltig —. alle anderen Arten der Probe aber 
eisenfrei, so im besonderen auch Netrium, Gonatozygon, die Xanthidien. 


« 


> Man vergleiche Flaschs (1956) Befunde iiber die Auswaschbarkeit  basi- 
scher Farbstoffe aus vitalgefarbten Zellsaften. 





Thioninfarbbarkeit der Zellmembranen von SiiBwasseralgen 529 


Wir schlieBen, da die Thioninbindung auf zweierlei Art erfolgt. Bei 
den eisenhaltigen handelt es sich um eine feste chemische Bindung (Nieder- 
schlagsfarbung) und ,es scheinen die gleichen Valenzen zu sein, die im 
natiirlichen Milieu das Eisen binden und im Versuch die Farbanreicherung 
fordern® (Hoéfler und Schindler 1953, S. 307). Diese damals aus- 
gesprochene Annahme wird gefestigt. 

Bei den maBig stark und schwach farbbaren Membranen liegt elektro- 
adsorptive Bindung vor. Daf 
diese von Art zu Art verschieden 
kraftig erfolgt, geht sowohl aus 
der typisch ungleichen Tiefe der 
Farbung als auch aus dem un- 
gleich raschen Verblassen der Zel- 
len beim Verweilen im  farb- 
freien Milieu hervor: so erhalt 
z. B. Netrium interruptum die 
Membranfarbung in der Zucker- 
lésung langer als Netrium digitus. 

Nach 24 Stunden sind aber die 
Membranen beider Arten, bei er- 
haltener Plasmolyse, ungefarbt. 
Durch Ca-Zusatz zum Zucker- 
Farbbad wird die Membranfar- 
bung blockiert. Ich habe orientie- 
rend beobachtet, daf bei 0,2 mol 
CaCl, sich nur ein Teil vom De- 
tritus noch farbt, bei 0.4 mol alles 
ungefarbt bleibt. — Es wird eine 
dankbare Aufgabe sein, die 
.Farbepunkte* mit durch CaCl,- 
Zusatz blockierten Farblésungen 
fiir die einzelnen Arten und Spei- 
chertypen vergleichend zu _ bestim- 
men, wie dies zuerst Kinzel 
(1953a, S. 48—65) fiir Algengal- 8 
lerten, aber auch fiir die Zell- ayy 5. Asterococcus superbus (geschich- 
wande einiger Arten unter An- tete Hiille stark gefiarbt). oben Tetme- 
wendung von Brillantcresylblau- — morus granulatus (ungefarbt), rechts unten 
lésungen mit steigendem CaCl.,- Chroococcus turgidus (ungefarbt). 
Zusatz exakt durchgefiihrt hat. 


Diskus (1954) vermutet, da beim Periplasten von Euglena spiro- 
gyra die sehr starke Bindungskraft fiir Farbkationen mit der Fahigkeit 
der Korperhiille dieser Art, Eisenhydrat zu speichern, im Zusammenhang 
steht. Wiahrend sich der Periplast von Euglena deses schon bei Zusatz von 
0,01 mol CaCl, mit Neutralrot nicht mehr farbt, tritt eine Entfarbung des 
Periplasten von Euglena spirogyra erst bei 0,148 mol CaCl, ein. 
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Besonderes Interesse erheischen die Arten, die bei der von mir geiibten 
Versuchsanstellung ihr Zellwande niemals anfarben. Als Standard-Objekt 
kann hier Tetmemorus sranulatus gelten, dessen Verhalten durch Abb. 2 
bis 5 belegt wird. Zu dex méglichen Ursachen solchen Verhaltens, die bei 
Hoéfler und Schindle-> (1953) diskutiert wurden, kommt seither auf 
Grund der Befunde Kinzels (1953b) hinzu, daB vielleicht in den 
elektroadsorptiv nicht farbbaren Membranen die sauren Kohlehydrate, im 
besonderen die Pektine, fehlen oder im Vergleich mit den leichter farbbaren 
Arten stark zuriicktreten. 

Closterium striolatum farbt sich wie erwahnt maximal. Das steht in 
gewissem Gegensatz zu friiheren Beobachtungen (HOfler und Schind- 
ler 1953), wonach diese Art die Membran mit Brillantcresylblau und 
Neutralrot nicht anfarbte; Cl. juncidum-brevius farbte sich nur mit Thio- 
nin, nicht aber mit den anderen damals angewandten Farbstoffen. Ob fiir das 
ungleiche Verhalten, zunichst bei Cl. striolatum, die verschiedene Herkunft 
des Materials (von einige hundert Meter auseinanderliegenden, aber algo- 
logisch verschieden besiedelten Standorten im Heimerlmoor RT) oder von 
der jetzt angewandten Methode gleichzeitiger Zuckerplasmolyse verursacht 
war, bleibt an frisch zu sammelndem Material in der Ramsau zu ent- 
scheiden. Ich sah in Wien einmal, daft die striolatum-Membran nach kurzer 
Behandlung mit der Zucker-Thionin-Lésung nur im Bereich der pesitiven 
Plasmolyseorte angefarbt und dort, wo der Protoplast noch anlag, un- 
gefarbt geblieben war; das spricht fiir die zweite Alternative. 

Mit Thionin farben sich die meisten Algenmembranen rotlila bis violett. 
Auffallig war, daf im RMK-Material die Wandungen gut plasmolysierter 
Zellen von Pleurotaenium nodulosum zart blauliche Membanen sehen 
lieBen. Die Farbung war schwach, aber sie erhielt sich bis zum nachsten 
Tag in der farbfreien Zuckerlésung. Vermutlich handelt es sich da um eine 
nicht blo® elektroadsorptive, sondern festere Bindung, die wohl chemisch 
auf eigene Weise bedingt ist; die Zellhalften sind eisenfrei, nur der braune 
Wulst um die Zellenmitte, der mit Thionin schwarzviolett wird, ist wie 
bekannt eisenhaltig. — Eine ahnliche zart blauviolette Farbe zeigten bei 
starkerer Tinktion noch manche Zellen anderer Arten, deren Membranen 
sonst gréBtenteils ungefarbt blieben, so zumal Zellen von Euastrum ob- 
longum, ansatum, insigne. Das Wesen solcher zarten aber permanenten 
Blaufarbung bleibt unter Anwendung anderer Farbstoffe (Akridinorange!) 
zu priifen. 

Fr. Dr. L. Fe tzmann hat um Ende Janner noch eine Versuchsreihe mit 
Thionin-Zuckerlésung fiir mich ausgefiihrt, wobei vor allem der erzielie 
Farbton beachtet wurde. Die Algenmasse wurde dabei etwas iiberfarbt: 
wenn im offenen Beobachtungstropfen der Detritus und die Algen die 
Farbe makroskopisch sichtbar adsorbiert hatten, wurde reichlich neue Farb- 
Zucker-Lésung zugefiihrt. Die folgende Tabelle faft Fetzmanns Beob- 
achtungen zusammen. Sie hat Hochmoormaterialien verschiedener Herkunft 
(Lungau, Waldviertel, N.-O., Ramsau), die im Pflanzenphysiologischen 
Institut in Kultur stehen, verwendet. Arten, deren Membranfarbung mit 
Thionin ich noch nicht gepriift hatte, sind mit Sternchen (*) bezeichnet. 
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Die Farbangaben bedeuten: lilarot — 10, lila ( 


= rotlila) — 11, violett 


— 12, blauviolett —13 nach Ostwalds kleinen FarbmeBtafeln. 


Mesotaeniales: 


Gonatozygon Brebissonii 
Cylindrocystis Brebissonii 
Netrium digitus ee Slat, 
Netrium digitus var. lamellosa 
Netrium interruptum 


Desmidiales: 


*Penium cylindrus 
Penium spirostriolatum 
Penium polymorphum 


Closterium 
*Closterium 
*Closterium 

Closterium 
*Closterium 
*Closterium 

Closterium 

Closterium 
*Closterium 
*Closterium 
*Closterium 


libellula 
navicula 
parvulum 
dianae 
lunula 


praelongum var. brevits . 


juncidum 
striolatum 
rostratum 
angustatum 
cynthia 


*Pleurotaenium trabecula . 
*Pleurotaenium trabecula var. recta 
*Tetmemorus Brebissonii . 3%, 
*Tetmemorus Brebissonii var. minor 
Tetmemorus granulatus 
*Tetmemorus laevis 

Euastrum ansatum 

*Euastrum didelta 

*Euastrum affine 

Euastrum oblongum 

Euastrum insigne 

*Euastrum verrucosum 
Micrasterias pinnatifida . 
Micrasterias truncata 
*Micrasterias fimbriata . 
Micrasterias rotata 

*Micrasterias denticulata 
*Micrasterias americana 
*Cosmarium pachydermum 
*Cosmarium asphaerosporum 
Cosmarium connatum 

Cosmarium cucurbita 

Cosmarium margaritiferum 
*Cosmarium ochthodes . 
Cosmarium conspersum 


lila 
violett 
lilarot 
lila 
lilarot 


++ + lila 
++ + lila 
++ lila 
++  lilarot 
++  lilarot 
—-+ lila 
+ lilarot 
++  lilarot 
+ lila 
++ = iila 
+++ lila 
++  rotbraun 
++ lila 
—-+  lilarot 
violett 
violett 
violett 
violett 


—+  blauviolett 
—+  blauviolett 
—+ pblauviolett 
violett 
— oder — + blauviolett 
—-+  blauviolett 
+ lila 
++ iila 
lila 
“F lila 
nz violett 
violett 
violett 


blauviolett 
violett 
blauviolett 


+ + lila 
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violett 
(blau) violett 
violett 
violett 
violett 
lila 
lila 
lila 
lila 
violett 
lila 
lila 
lila 
violett 
lila 
lila 


Xanthidium armatum 
Xanthidium antilopaeum 
Arthrodesmus convergens 
*Staurastrum brevispinum 
Staurastrum Dickiei 
*Staurastrum dejectum 
*Staurastrum polytrichum 
*Staurastrum muricatum 
*Staurastrum scabrum 
*Staurastrum polymorphum 
*Staurastrum margaritaceum 
*Staurastrum monticulosum 
*Hvyalotheca dissiliens 
Desmidium Swartzii 
*Desmidium cylindricum 
Gymnezyga moniliformis 


t+t+t+t+tet+tggt++e++s 


Zygnemales: 
Spirogyra sp. 
Zygnema sp. 


Chlorophyceae: 
Eremosphaera viridis ..........— 
Microspora (vgl. pachyderma). ..... ++ lila 
Bulbochaete sp... ........2... —+- violett 


Zusammenfassend ergibt sich, daB die eisenhaltigen (+++), aber auch die 
Mehrzahl der blof elektroadsorptiv speichernden Membranen sich lila 
bzw. rotlila (Ton 11) anfirben, manche Arten einen mehr roten (lilarot 10) 
Farbton aufweisen — als Muster dafiir hatte ich schon in der Ramsau 
Closterium Dianae aus RMK kennengelernt — und daf etliche Arten, die 
bei schwacherer Farbeinwirkung farblos bleiben, also wohl nicht elektro- 
adsorptiv speichern, bei Uberfarbung die blauviolette Farbténung erkennen 
lassen. 


Die Membran von Tetmemorus granulatus bleibt auch in dieser Reihe 
stets ungefarbt 3. 


Meine Versuche mit fadenférmigen Zygnemales (z. T. Kalkwasser- 
formen) kénnen nur als orientierend gelten, da mir kein fruchtendes, be- 
stimmbares Material vorlag. Doch zeigten alle gepriiften Spirogyren farb- 
bare Membranen. Das ist wichtig, weil bei der angewandten Technik durch 
die normale Plasmolyse bewiesen wird, daf die Farbbarkeit nicht durch 
postmortalen Gerbstoffaustritt und Gerbstoffanreicherung in den Mem- 


3 Doch berichtet E. Huber (1955, S. 922) itiber Blaufarbung der Tetmemorus- 
Membran mit Methylenblau., welche allerdings in der pH-Reihe erst in gewissem 
Abstand von der unteren pH-Schwelle der Vakuolenfairbung beginnt, und mit 
Brillantcresylblau, wo sich Vakuolen- und Membranfarbung in der pH-Reihe wie 
iiblich iiberschneiden. 
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branen verursacht wird. Analoge Versuche mit anderen Vitalfarbstoffen 
waren vorangegangen ‘. 

Neu war in solchen orientierenden Versuchen die Tatsache, daf es so- 
wohl in der Gattung Zygnema als bei Mougeotia Formen mit anfarbbaren 
und solche mit nichtanfarbbaren Membranen gibt. Bei Zygnema zeigen die 
meisten Arten Membranfiarbung, doch waren die Faden eines beobachteten 
Zygnema sp., auch wenn sie zwischen stark angefarbten Algen lagen, stets 
ungefarbt. Die meisten Mougeotien bleiben ungefarbt, doch hatte ein aus 
der Ramsau stammendes Material mit langgestreckten Zellen und starken 
Membranen diese im gut und normal plasmolysierten Zustand lebhaft und 
sogar tiefer gefarbt als beigemengte Faden einer Spirogyra. 

Wihrend also der Besitz voller und leerer Zellsafte, soweit wir bisher 
wissen, die Gattungen Spirogyra und Mougeotia unterscheidet (Héfler 
und Schindler 1955), ist die Membranfarbbarkeit soweit ersichtlich 
kein differenzierendes Gattungsmerkmal, wohl aber bei Mougeotia und 
vielleicht auch bei Zygnema, ein differenzierendes Artmerkmal. Die Prii- 
fung fruktifizierenden, bestimmbaren Materials ist erwiinscht. 

Von orientierenden Beobachtungen mit einigen Diatomeen der Hoch- 
moore will ich hier noch nicht sprechen, auch nicht von meinen Fiarbe- 
versuchen mit Cyanophyceen. 


Zusammenfassend sei festgehalten: 


1. Die vitale Membran-Farbbarkeit der SiiRwasseralgen mit Thionin 
erweist sich als artspezifisch verschieden. Bei der angewandten Methodik 
werden Fehlerquellen ausgeschaltet, die sonst entstehen kénnen durch 
Speicherkonkurrenz der Protoplasten, durch Impragnierung der Zellwande 
mit Stoffen, die postmortal aus den Protoplasten austreten, durch blockie- 
rende Wirkung der Puffersalze. 


2. Nicht anfarbbar. ist u. a. die Membran von Tetmemorus granulatus 
(Abb. 2—5). In abgestuftem Maf elektroadsorptiv, d. h. durch Austausch- 
adsorption farbbar, sind die Membranen der Mehrzahl der gepriiften Con- 
jugaten. Wahrscheinlich ist der wechselnde (bzw. mangelnde) Gehalt der 
Zellwandung an sauren Kohlehydraten (Pektinen) am artspezifisch ver- 
schiedenen Farbeverhalten ursachlich beteiligt. 


3. Durch starke Farbbarkeit und das Vermégen, die Farbe festzuhalten, 
sind eisenhaltige Membranen ausgezeichnet. 


4. Eine schwache aber permanente, im Ton abweichende Farbung (bliau- 
lich) zeigt u. a. die Membran von Pleurotaenium nodulosum. 

5. Bei der Wahl des Materials fiir Vitalfarbestudien verschiedener Ziel- 
setzung wird das Speichervermégen der Membranen mehr als bisher zu 
beachten sein. Auch der ..[sokonzentrationspunkit“~ (Bartels und 
Schwantes 1955, S. 717) in der pH-Reihe, bei welcher fiir Membran 


4 Zellsaftfarbung findet man dann und wann an Spirogyra-Zellen, die die 
Plasmolyse nicht vertragen haben und sich im Tonoplastenstadium befinden. Die 
isolierte Tonoplastenmembran ist fiir Farbionen durchlassig (H6fler 1952). 
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und Vakuole gleiche Farbkonzeniration besteht, mu weitgehend von den 
adsorptiven Fahigkeiten der Membran der verwendeten Zellobjekte ab- 
hangen. 


Herzlich danke ich meinen Assistenten Dr. Lore Fetzmann fiir die 
Mitarbeit bei den Farbeversuchen und Dr. Walter Url fiir die Herstellung 
der Schwarzweif- und der Farbphotos. 
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Zur Frage der intraplasmatischen Granulabildung nach 
Vitalfarbung mit Acridinorange. 
Untersuchungen am Mauseascitescarcinom 


Von 


D. Wittekind und A. Vélcker 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik (Ludolf-Krehl-Klinik) Heidelberg 
(Direktor: Professor Dr. K. Matthes) 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 1. Marz 1957) 


Seit den Untersuchungen von Schulemann (1917) und v. Méllendorf 
(1918) ist die Frage der Neubildung oder Umbildung von Plasmaeinschliissen unter 
dem Einflu@ der Vitalfarbung mehrfach diskutiert worden. Chlo pin (1927, 1930) 
beobachtete das Erscheinen eiweifartiger Granula im Plasma nach Einwirkung von 
Neutralrot. Die Gesamtheit basophiler Plasmabestandteile, die den Farbstoff zu 
binden vermégen, nannte er Krinom. Nassonovy (1930) vertrat die Auffassung, 
daf ein prinzipieller Unterschied in der Wirkung saurer oder basischer Farbstoffe 
nicht besteht, allerdings wurde von ihm, von Ked rows ki (1930) u. a. festgestellt, 
da der Anfarbung mit sauren Farbstoffen ein vakuolares Stadium vorgeschaltet 
ist. Es wird bei Einwirkung basischer Farbstoffe nicht beobachtet. 

Wenige Mitteilungen liegen iiber das Auftreten fluoreszierender Granula nach 
Einwirkung von Acridinorange (AO) vor. Sie wurden in der Nervenzelle des 
Frosches und Regenwurmes beobachtet [24, 25], in der Gewebskultur von Fibro- 
plasten [17], in Molchlarven [18] und in der Leberzelle des Frosches [26]. Wir 
haben rot fluoreszierende Granula im cytologischen Untersuchungsgut der Klinik 
oft beobachtet [20]. 

Ubereinstimmend wird angenommen, daf es sich bei dieser Granulabildung 
um eine Leistung der lebenden Zelle handelt, wobei zwei verschiedene Prozesse 
ablaufen miissen, einmal, als rein passiver Vorgang, die Fixierung des Farbstoffs 
an ribonukleinsdurehaltige Plasmabestandteile, zum anderen die sekundire Segre- 
gation und Konzentration dieser Verbindung infolge einer aktiven Zelleistung [1]. 
Der biologische Zweck der Konzentrationsleistung ist die Befreiung des Plasmas 
von der artfremden Substanz [15]. Die Zelle schiitzt sich gegen deren schaidigende 
Einwirkung. 

Eine physikalisch-chemische Erklarung der Granulabildung gibt Weissmann 
(1953). Danach soll der basische Farbstoff das fiir die Aufrechterhaltung des kol- 
loidalen Zustandes notwendige Hydratationswasser von den Eiweifmolekiilen ver- 
drangen, nach Abnahme der Oberflaichenspannung kommt es dann zur Bildung 
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kolloidreicher, abgegrenzter Fliissigkeitsmengen, den Koazervaten, die das morpho- 
logische Substrat fiir die roten Granula darstellen sollen. 


Nachdem wir kleine rotfluoreszierende Kérnchen in dem recht verschie- 
denartigen klinischen Untersuchungsgut gefunden hatten, befaften wir 
uns mit der Frage, ob man gréRere Granula auch in Geweben erzeugen 
kann, von denen ein besonders hoher RNS-Gehalt bekannt ist, wobei vor 
allem das Mauseascitescarcinom in Frage kam [10]. Die Untersuchungen 
an diesem Objekt erscheinen eben deshalb von Interesse, weil gerade an 
jugendlichen, schnell sich vermehrenden, also RNS-reichen Zellen eine 
Granulabildung bisher nicht beobachtet wurde [1, 4], da die Nukleopro- 
teide hier so fest gebunden seien, dafi sie nicht ausgefallt werden kénnten, 
eine Deutung, die aber bereits von Altmann (1955) bezweifelt wurde. 
Nach Abschluf der Arbeit stieRen wir allerdings auf eine Mitteilung von 
Schiimmelfeder, in der im Rahmen einer allgemeineren Fragestellung 
iiber das Vorkommen von Granula in Ascitestumorzellen der Maus nach 
AO-Einwirkung berichtet wird. Der Autor nimmt an, daf es sich um 
nukleinsaéurehaltige Reaktionsprodukte vitaler Zellen handelt. Seine Unter- 
suchungsbedingungen weichen jedoch von den unsrigen ab. Unsere Ergeb- 
nisse bestatigen und erweitern die seinigen. 

Noch andere Griinde lassen das Mauseascitescarcinom als geeignetes 
Studienobjekt erscheinen. Bei einer Zellart ohne Funktions- und Formbil- 
dungstendenzen ist ein Minimum an praformierten intraplasmatischen 
Strukturen zu erwarten; kiinstlich neugebildete Einschliisse lassen sich da- 
her vielleicht leichter auffinden. AuRerdem lassen sich mit den Injektions- 
versuchen Anhaltspunkte iiber die Wirkung des AO auf den Tumor all- 
gemein und auf den Tragerorganismus gewinnen, woriiber an anderer 
Stelle berichtet wird. SchlieBlich gestattet die unkomplizierte und daher 
leicht wiederholbare Materialentnahme die kontinuierliche Beobachtung 
eines iiber mehrere Tage ablaufenden Prozesses. Im iibrigen erscheint eine 
Mitteilung dieser Art auch deshalb gerechtfertigt, weil bisher nur wenige 
Erfahrungen mit AO an tierischen Organismen vorliegen. 


Material und Methoden 


Das Miuseascitescarcinom des Heidelberger Instituts fiir Krebsforschung wurde 
auf 30 Mause (20—25 g) iiberimpft. In der Zeit zwischen 2. und 12. Tag post. inj. 
erhielten die Tiere intraperitoneale AO-Injektionen verschiedener Menge und Kon- 
zentration. Es wurde handelsiibliches AO (Bayer) und nach der Vorschrift von 
Zanker gereinigtes AO verwendet. — Die Gewichte wurden nach der Vorschrift 
von Lettré [12] gemessen und mit dem der Kontrolltiere, die auch zur cytolo- 
gischen Gegeniiberstellung dienten, verglichen. 

Die Injektionen wurden folgendermafen gegeben: 1. Gruppe, 0,5 cm? AO 
Bayer 1:500 in zweitagigen Abstanden ab dem zweiten Tag nach der Impfung; 
2. gereinigtes AO 0,2 cm? 1:1000 in gleicher zeitlicher Verteilung; 3. 1 cm? ge- 
reinigtes AO 1: 100 am 6.—9. Tag; 4. icm? AO Bayer 1: 100; 5. gleiche Injektion 
und Wiederholung mit 0,5 cm* beider AO nach 3 Tagen: 6. 0,5 cm® gereinigtes AO. 
Wiederholung nach 3 Tagen mit gleicher Menge und Nachinjektion von 0,4 cm® 
Neutralrot 1: 100; 7. Kontrollinjektion mit Neutralrot 1 cm* 1:100; 8. unbehan- 
delte, beimpfte Kontrolltiere — Entnahme von Ascitesproben in verschiedenen 
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Abstanden (Minuten bis 24 Stunden). Untersuchung des frischen Materials mit 
Zeiss-Standardmikroskop, modifiziert zur simultanen Anwendung der Phasen- 
kontrast- und Fluoreszenzmikroskopie [7]. 

Untersuchung von fixierten und gefarbten Ausstrichen. Fixation: Osmium- 
tetroxyd, Alkohol, 30%iges Formol (Auftropfen auf den frischen Ausstrich); An- 
fixieren in Formoldimpfen und Nachfixieren in Zenkerscher Lésung nach K e- 
drowski. — Fiarbung: Giemsa, Eisenhimatoxylin, Methylgriin-Pyronin, Gallo- 
cyanin-Chromalaun, Sudanschwarz. — Vitalfarbung von Ascitestumor der un- 
behandelten Kontrolltiere mit AO-Bayer in steigender Konzentration von 
1 : 400.00 bis 1 : 5000. 


Ergebnisse 


Die Tiere der ersten Gruppe, die das handelsiibliche AO mehrfach in 

niedriger Dosis erhielten, zeigten nur eine geringe, mattgriinliche Fluores- 
zenz von Kern und Plasma. Feine, leuchtend rotorangefarbene Granula sieht 
man erst nach wiederholter Injektion, jedoch bereits nach der ersten Injek- 
tion einer gleichen Menge der 
nur halb so konzentrierten ge- 
reinigten AO-Lésung. Sie sind 
meist regellos iiber die Zelle 
verteilt und zeigen keine Be- 
ziehung zu _ praformierten 
Strukturen. Bei Umschalten 
auf Phasenkontrast 
(P.M.) erkennt man, daf die 
leuchtend orange- und kupfer- 
farbenen Kérnchen kleinsten, , 
schwarzen Einschliissen des 
Plasmas entsprechen. Andere 
Plasmakoérnchen von gleichem 
Aussehen fluoreszieren nicht, 
die grofen, stark lichtbrechen- 
den, von Zollinger als 
Speichergranula bezeichneten ' 
Gebilde fluoreszieren ebenfalls pb, 4. Unbehandelter Miauseascitestumor. 
nicht. Leuchtend griine Fluo-  Tumorzellen in Nekrobiose. Zahlreiche, stark 
reszenz kleiner Granula lat _lichtbrechende ..Speichergranula* und schwarz- 
sich indenTieren der Gruppe 2 __liche, nicht fluoreszierende Plasmaeinschliisse. 
beobachten. 

Besonders aufschluBreich ist das Verhalten der Zellen nach einmaliger 
Injektion groRer und konzentrierter AO-Mengen. Unmittelbar nach Appli- 
kation von 1—0,8cm3 AO 1 : 100 der gereinigten Lésung — die sich als be- 
sonders geeignet fiir diese Experimente erweist — zeigt die iiberwiegende 
Mehrzahl der Zellen eine kupferrote, diffuse Fluoreszenz des Plasmas und 
der Nukleolen und nach fliichtiger Rotfluoreszenz eine Griinfluoreszenz des 
Kernchromatins. Exponiert man die Zellen dem UV-Licht, so kommt es 
bereits nach ca. 30 sec zu einem Umschlag der Plasma- und Nukleolenfarbe 
von Rot in Griin, zugleich verschwinden die Zellen in einem griinlichen 

Protoplasma, XLVIII/4, 40 





538 D. Wittekind und A. Volcker 


Nebel. Wenige Zellen halten die kupferrote Fluoreszenz des Kerns langer 
fest, der Farbumschlag beginnt erst nach 2—3 min. Sie sind bereits im 
P.M. an ihrer diffus gelbroten Farbe zu erkennen und an dem geringen 
Kontrast zwischen Kern und Plasma, der bei den Zellen mit griinfluores- 
zierenden Kernen so stark ist wie im ungefarbten Kontrollascites. Die 
Granulabildung beginnt nach etwa 10min und erreicht ihren Héhepunkt 
nach 3—8 Stunden. Manche Zellen sind dann iibersaét von leuchtend roten 
Koérnchen verschiedenen Kalibers, deren gréBte einen Durchmesser von 
2—3 u haben kénnen. Die kleinsten sind die bereits erwaihnten kupferroten, 
spritzerartigen Piinktchen. Besonders grellrot fluoreszieren die Leukocyten- 


2a 26 


Abb. 2. Die Granulabildung auf dem Hoéhepunkt. 2a: Grofe Tumorzelle mit 

zahlreichen kleinen. in dichtem Haufen liegenden gelben Plasmaeinschliissen. Diese 

und auch die peripher liegenden, schwarzen Koérnchen zeigen leuchtend rotorange- 

farbene Fluoreszenz. 2b: GrofBe, scharf abgegrenzte, leuchtend rotorange fluores- 
zierende Granula in Tumorzellen. 


granula. Je gréBer die Korner, desto widerstandsfahiger erweist sich die 
Rotfluoreszenz gegeniiber UV-Licht. Eine voéllig befriedigende photogra- 
phische Wiedergabe ist bisher miflungen, da wahrend der erforderlichen 
Belichtungszeit die griinen, aus den Zellen austretenden Farbstoffschwaden 
deren Grenzen unscharf werden lassen. Auch im P.M. wird ein Unterschied 
zwischen den grofen und kleinen Granula deutlich. Die grofen imponieren 
als rundliche gelbe. bei besonders greller Fluoreszenz rotgelbe Scheiben 
(Abb. 2b), die kleinen als mattgraue oder schwarzliche Gebilde (Abb. 2 a, 3). 
die sich meist ohne Schwierigkeit von den glanzenden, stets runden 
.opeichergranula* abgrenzen lassen (Abb. 1). 

Jedes rotorangefluoreszierende Koérnchen bis zur GroéBe der Mitochon- 
drien kann man im P.M. identifizieren. Wahrend man aber im P.M. bei 
der starken VergréRerung fast jedes einzelne Granulum einzeln fokussieren 
muf, sieht man im UV-Licht alle fluoreszierenden Bestandteile gleichzeitig. 





Zur Frage der intraplasmatischen Granulabildung nach Vitalfairbung 539 


Nach 36 bis 48 Stunden beginnt langsam die Riickbildung, und zwar neh- 
men die Granula an Umfang ab, wihrend die Zahl kérnchenhaltiger Zellen 
fiir 2—3 Tage etwa gleichbleiben kann. Etwa vom dritten Tag an sind im 
Blickfeld mehr und mehr schwach griinfluoreszierende Zellen ohne oder mit 
nur ganz wenigen kleinen Kérnchen, deren kleinste im P. M. kaum noch zu 
identifizieren sind. Bei manchen Tieren ist auf der Héhe der Granula- 
fluoreszenz eine Abnahme der Kern-Plasma-Griinfluoreszenz zu beobachten, 
jedoch haben wir hier noch keine Gesetzmafigkeit gefunden. Mit dem 
Riickgang der Kérnchengréfe verschwinden im P.M. die gelben Scheibchen, 
statt dessen sieht man 
nur noch die schwarzen, 
polygonalen Ké6rnchen 
(Abb. 3). Das _ villige 
Verschwinden der Gra- 
nula haben wir nach 
1em? AO 1:100 nicht, 
nach 05cm? am 4. Tag 
bei einem Tier feststel- 
len kénnen. Nach Injek- 
tion der gleichen Menge 
an das gleiche Tier und 
nach Beobachtung  iiber 
weitere vier Tage ergibt 
sich keine sichere Ande- 
rung im Modus der Gra- 
nulabildung. — Bei Nach- 
firbung bereits granula- 
freier Zellen mit AQ  Abb.3. Granula in Riickbildung. Die dichten, schwar- 
1: 10.000 findet man so- zen Kérnchen zeigen noch deutliche rotorange Fluo- 
fort wieder rotfluo- _reszenz. Dazwischen nichtfluoreszierende Speicher- 
reszierende Einschliisse, ¢tanula. Alle Abb. Phasenkontrast, Vergr. 12 X 100. 
mindestens in gleichen, 
manchmal in gréReren Mengen als in den Kontrollpraparaten. Man sieht 
dann 6fters auch eine bevorzugie Ablagerung der Einschliisse im Kern- 
schatten. 

Die Ascitesfarbe, unmittelbar post. inj. intensiv orange, blaRt in den 
folgenden Tagen etwas ab. Der Farbriickgang geht aber dem Riickgang der 
Kern-Plasma-Griinfluoreszenz nicht streng parallel. Ascites, der mikrosko- 
pisch noch schwach orangefarben ist, zeigt manchmal nur noch minimale 
Griinfluoreszenz der Zellen oder la&t sie auch fast ginzlich vermissen, eine 
Erscheinung, die besonders nach Injektion des handelsiiblichen AO vor- 
kommt. Mit letzterem lief sich im iibrigen eine quantitativ etwa 
gleiche, qualitativ aber geringere und weniger dauerhafie Granulation 
erzeugen. 


Bei einem Tier mit infiziertem Ascites und besonders schlechtem Allge- 
meinzustand hatte sich die Dosis von 1 cm? der 1 %igen Lésung offensichtlich 
als zu hoch erwiesen: 10 min post inj. fand sich in fast allen Zellen eine 
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kupferrote Fluoreszenz von Kern und Plasma, die Farbe erwies sich als 
relativ bestandig gegen UV-Licht. 15 min nach Injektion fluoreszieren zahl- 
reiche Kerne wieder griin. Nach 8 Stunden ging das Tier ein, die meisten 
Zellen zeigten Griinfluoreszenz des Kerns, kupferrote Fluoreszenz der 
Nukleolen und des Plasmas. In keinerderuntersuchtenProben 
wares zur Granulabildung gekommen. 


Kleinere fluoreszierende Granula lassen sich auch beobachten, wenn man 
Asciteszellen in Farbstofflésungen niedriger bis mittlerer Konzentration 
aufschwemmt. Bei 1 : 400.000 finden sich neben schwach griinfluoreszierenden 
Kernen auch etwas starkere gr iine Granula im kaum erkennbaren Plasma. 
Diese griinen Granula sind aber an Zahl geringer als bei héherer Konzen- 
tration die roten. Sehr bemerkenswert ist, dai diese griinen Einschliisse im 
P.M. unsichtbar oder kaum erkennbar sind, der Dichteunterschied gegen- 
iiber den rotfluoreszierenden Kérnchen ist deutlich. Ab 1 : 200.000 sieht 
man feinste rote Kérnchen. Mit steigender Konzentration kommt es schneller 
zur Rotfluereszenz. Die Entstehung derselben la&t sich auch im Mikroskop 
beobachien, wenn man von der Seite AO (etwa 1 : 10.000) unter das Deck- 
glas zu einer ungefarbten Zellsuspension zulaufen lat. Erst fluoreszieren 
Kern und Plasma griin, Sekunden spiater treten rote Piinktchen im Plasma 
auf. Da auch in diesen Tumorzellen phasenoptisch zahlreiche Plasmaein- 
schliisse, Mitochondrien, Speichergranula zu unterscheiden sind, aft sich 
nicht in jedem Fall sicher sagen, ob diese kleinen Kérnchen neu entstanden 
oder schon vorhandene angefarbt worden sind. — Mehrere Tage nach der 
intraperitonealen Injektion, wenn deren Wirkung am Abklingen ist, lassen 
sich ebenfalls griinfluoreszierende Einschliisse beobachten. Rot und griine 
Kérnchen kénnen nebeneinander vorkommen. — Kérner von dem Umfang, 
wie sie nach den grofen AO-Injektionen beobachtet wurden, lassen sich mit 
dieser Farbemethode aber nicht hervorbringen. Bei zu hoher Konzentration 
kommt es zur alsbaldigen schweren Schadigung der Zellen. Wenn durch 
mehrmaliges Waschen in NaCl-Lésungen und Zentrifugieren die Zellen ge- 
schidigt sind, so kénnen die kupferroten Kérnchen aus dem Zellinneren in 
die Umgebung austreten. Sie sind ziemlich resistent gegen normotonische 
und auch hypotonische Lésungen und geben den Farbstoff nicht schneller 
ab als Kern und Plasma. 


Die fixierten und gefarbten Praparate: Im May- 
Griinwald-Giemsa-Praparat sieht man in den Histiozyten nach etwa 4h, 
in den Tumorzellen nach etwa 24h schwarzblaue intraplasmatische Ein- 
schliisse, die sich mit Pyronin rot anfarben. Ihre genaue Beschreibung so- 
wie die Beurteilung ihrer Beziehung zu den rotfluoreszierenden Granula, 
mit denen sie sicher identisch sind, wiirde den Rahmen dieser Mitteilung 
iiberschreiten, sie erfolgt ausfiihrlich an anderer Stelle. Gegeniiber anderen 
Fixations- und Farbemitteln erweisen sich die sehr grofen Granula resisten- 
ter als die kleinen. Letztere haben wir mit keinem anderen der verwende- 
ten Fixationsmittel festhalten kénnen. Sie verschwinden wie die meisten 
anderen paraplasmatischen Gebilde. Die grofen gelben Scheibchen liefen 
sich nur mit Osmiumtetroxyd fixieren. Auch die verschiedenen Himatoxylin- 
lésungen, Gallocyanin-Chromalaun und Sudanschwarz, nehmen sie nicht an. 
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Mit letzterer Substanz kann man auch im unbehandelten Ascites eine 
Schwarzfirbung grober Granula, wohl der stark lichtbrechenden Speicher- 
granula, erreichen. Im Frischpraparat erweisen sich Methylenblau und 
Thionin als wirkungslos. Wir haben bisher nur noch einen weiteren ge- 
eigneten Farbstoff gefunden, das Neutralrot. Es farbt die vorher gelb- 
lichen Scheibchen alsbald rotgelb um, fast scheint es, als ob sie auch 
groRer werden. Gibt man Neutralrot 1 : 10.000 unter mikroskopischer Kon- 
trolle zu, so verschwindet die Fluoreszenz sofort, und die Scheibchen sind 
jetzt als fluoreszenzléschende Punkte erkennbar. Zugleich hatte das Gras- 
griin des AO dem olivgriinen Fluoreszenzton des Neutralrots Platz gemacht. 
Die Umfarbung der gelben Scheibchen zu Rot laBt sich auch feststellen, 
wenn man Neutralrot nach der AO-Injektion in die Bauchhéhle einbringt. 
Nach Neutralrot allein finden sich zwar auch wenige rote Kérnchen, sie 
erscheinen jedoch im P.M. dichter und erreichen nicht annahernd den Um- 
fang der gréften AO-Granula. Hervorzuheben ist auch, daf sie nicht 
fluoreszieren, wahrend sich sonst das Neutralrot vor allem als ausgezeich- 
netes Plasmafluorochrom erweist, wobei es zu einem elektiv starkeren 
Leuchten eines kernnahen Bezirkes kommt. 


Diskussion 


Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse mu man die besonderen Bedin- 
gungen in Rechnung stellen, unter denen sie erzielt wurden, wobei man bei 
Injektionsversuchen dieser Art vor allem zu beriicksichtigen hat, da® an 
ihnen der ganze Organismus teilnimmt (Lettré). Wenigstens in manchen 
Punkten iibersichtlich sind die Vorgange nach einer einmaligen grofen 
‘Farbstoffinjektion: 


Der sehr zellreiche, eiweifhaltige Ascites (etwa 3.5% Gesamteiweiff — 
Elektrophorese nach Tiselius) wird von einer enormen Farbstoffmenge 
itiberschwemmt. Zellen und Fliissigkeit binden sie sofort. Sie wirken als 
Depot und vorlaufiger Schutz gegeniiber dem Gesamiorganismus: Mit 1 cm? 
der 1%igen Lésung werden 10 mg Farbstoff zugefiihrt. Die gleiche Menge 
tétet ascitesfreie Kontrollmause nach etwa 3 Stunden. Die LD,, fiir weife 
Mause betragt 230mg/kg [19]. Bei einem Durchschnittsgewicht von 40g 
haben aber alle unsere Tiere eine Dosis von 250 mg/kg um Stunden und 
Tage iiberlebt. 


Der Farbstoff wird also zunachst von der Zelle und dem Eiweiff der 
Fliissigkeit festgehalten. Auf dessen grofe Bedeutung fiir die Fluoreszenz- 
intensitét haben wir an anderer Stelle hingewiesen [21]. Zweifellos schiitzt 
seinerseits das Eiweiff die Zelle vor zu hohen Farbstoffkonzentrationen, 
wovon man sich leicht iiberzeugen kann, wenn man zum Vergleich die Zellen 
in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert. Man findet dann eine Rot- 
fluoreszenz des Kerns als Zeichen des eingetretenen Zelltodes bei wesentlich 
niedrigerer AO-Konzentration als in der Eiweiflésung. 


Von diesem Ascitesdepot aus wird der Farbstoff langsam an die Aus- 
scheidungsorgane die Leber und die Nieren — abgegeben. Es kommt 
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zu einem allmahlichen Konzentrationsabfall iiber Tage. Aber wahrend 
dieser Zeit stehen die Asciteszellen unter dem allerdings abnehmenden, 
der Organismus unter dem zunehmenden Einflu& des Farbstoffs, dessen 
schon in mitilerer Konzentration hemmende Wirkung auf Zellkulturen [17], 
allgemein auf den Eiweifaufbau [2,3] bekannt ist. Auch an der Ascites- 
maus, an ihrem Tumorzellbestand und ihren Organen lassen sich ein- 
greifende Veranderungen nachweisen, auf die in diesem Zusammenhang 
aber nicht eingegangen werden kann. 


Hier soll zunachst nur diskutiert werden, wie sich die Asciteszellen mit 
der Farbstoffiiberschwemmung abfinden, vor allem ob sie dieselbe fiir einige 
Zeit iiberleben kénnen. Wenn man sich auf die hinreichend gesicherte Er- 
fahrung stiitzt |1, 4, 15, 17, 24, 25], da’ die Granulabildung nur in lebenden 
Zellen beobachtet wird, so ist die Frage bereits im positiven Sinne beant- 
wortet. Wenn sie aber noch leben, so ist bemerkenswert, welche Fluoreszenz- 
erscheinungen noch mit dem Leben vereinbar sind: Plasma und Nukleolen 
— die immer gleichsinnig reagieren — zeigten unmittelbar post inj. kupfer- 
rote Fluoreszenz bei unverandert griiner Kernfluoreszenz. Rotfluoreszenz 
in gleicher Verteilung findet man sehr oft nach Eintritt des Zelltodes. Zu 
seiner fluoreszenzmikroskopischen Diagnose gehért aber keineswegs eine 
Rotfluoreszenz des Kerns, die ihn jedoch, wenn sie dauerhaft vorhan- 
den ist, absolut sicher anzeigt. Unsere Versuche — fehlende Granula- 
bildung nach diffuser Rotfluoreszenz der Zellen — haben das einmal mehr 
bestatigt. — Worin liegt nun der Unterschied? Wir hatten erwahnt, daf 
Zellen von Ascites, in dem es spater zur Kérnchenbildung gekommen war, 
diese initiale Rotfluoreszenz des Kerns und spater auch des Plasmas 
unter UV-Licht sehr schnell verlieren, wobei das Freiwerden des Farb- 
stoffes an der intensiven Griinfluoreszenz des umgebenden Suspensions- 
mittels erkannt wird. Einwandfrei tote Zellen halten ihn dagegen deut- 
licher fest. Es ist also wahrscheinlich, da sich im ersten Fall der Farb- 
stoff in besonders lockerer Bindung diffus iiber das Plasma verteilt hatte 
und daf die Labilitat dieser Bindung Voraussetzung ist fiir die nun folgende 
Leistung der Zelle — Konzentration des Farbstoffs in den Granula. Dies 
hat sie nach wenigen Stunden erreicht, und nun ist bemerkenswert, daf 
nach weiteren Stunden die Kérnchen langsam an Umfang abnehmen 
und daf anscheinend keine neuen Granula hinzukommen, obwohl das um- 
gebende Medium noch reichlich AO enthalt. Welch geringe AO-Konzen- 
trationen an sich bereits zur Ké6rnchenfluoreszenz in vitro geniigen 
(1 : 200.000). wurde gezeigt. Hier muff aber wieder der Eiweifgehalt der 
Ascitesfliissigkeit beriicksichtigt werden: Auf dem Objekttrager farbt man 
im Farbstoffiiberschu®. Praktisch kommen die Zellen in eine eiweififreie 
NaCl-Suspension, die mit der sicher sehr viel héheren AO-Konzentration 
der Ascitesfliissigkeit nicht verglichen werden kann, weil hier der Farbstoff, 
an Eiweif’ gebunden, fiir die Zellen nicht unmittelbar zur Verfiigung steht. 
Man kann deshalb bei der Annahme bleiben, daf ein Konzentrationsgefalle 
von der Umgebung in das Zellinnere fiir die Granulabildung Voraussetzung 
ist und daf bei Absinken der Aufenkonzentration der Farbstoff langsam 
die Zelle verlaBt. 
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Das Konzentrationsgefille allein diirfte aber zur Erklarung der Granula- 
riickbildung nicht ausreichen, denn das mehrfache Auswaschen des Ascites- 
sediments wird von den fluoreszierenden Granula auch nach einer Zell- 
schidigung iiberraschend lange iiberstanden, so daf man fiir den intra- 


vitalen Regressionsmodus doch eine weitere, aktive Teilnahme der Zelle 
diskutieren muf. 


Damit ist die Frage angeschnitten, welche Natur diese Granula haben, 
die den Farbstoff so schnell und konzentriert aufnehmen und so sehr lang- 
sam wieder abgeben. Unsere Versuche sprechen nicht gegen die von W eiss- 
mann geduferte Theorie der Eiweiff-Koazervatbildung, die wir einleitend 
kurz skizziert haben. Es muf sich um zuniichst labile und sehr wasserlés- 
liche Gebilde handeln, die erst jenseits einer gewissen Gréfe, wohl durch 
einen inneren Umbau, widerstandsfahiger gegen UV-Licht werden, den 
Fixationsprozef iiberdauern und fahig sind, Neutralrot und Methylenblau als 
bisher einzige weitere Farbstoffe mitaufzunehmen. Die Ansicht Ke dro w- 
skis wird bestatigt, wonach sich die Struktur der Granulaoberflache nach den 
Eigenheiten der absorbierten Teilchen richtet. Anscheinend ist die Struktur 
der AO-Granula derart, da sie auch zur Aufnahme des Neutralrot be- 
fahigt ist. Die im P.M. gelbe Farbe haben die grofen Granula auch nach 
der Fixation behalten, die Fluoreszenzfahigkeit dagegen verloren. Es findet 
also wohl nochmals eine Anderung in der Farbstoffstruktur oder -bindung 
statt. Fiir eine gewisse Spezifitat der Granula spricht auch das andersartige 
Aussehen der Neutralrotkérnchen im P.M. Ob auch andere Fluorochrome 
fluoreszierende Granula zu bilden vermégen, wissen wir nicht. Die Be- 
sonderheit der AO-Granula griindet sich auf die beson- 
deren EigenschaftendiesesFarbstoffs,aufseinestarke 
Affinitat zum Protoplasma und seinen charakteristi- 
schen, konzentrationsbedingten Farbumschlag von 
RotinGriin, auf dieerhebliche Gré8Be dieser Einschliisse 
sowie auf die Méglichkeit, solche labilen Gebilde in 
vitalem Zustand mit zwei Methodendarzustellen, wobei 
aber hervorzuheben ist, da die Griinfluoreszenz der 
Granula einer so geringen Substanzkonzentration ent- 
spricht, daB sie noch keinen .Phasenkontrast® verur- 
sachen kann. 


Welches weitere Schicksal erfahren nun diese Granula? Es wurde bereits 
die Meinung geduffert, da man iiber den angegebenen Zeitraum das 
Kleinerwerden von einmal gebildeten Granula beobachtet. Sicher handelt 
es sich kaum um neugebildete Granula, etwa in den durch Mitose neu ent- 
standenen Zellen, die man in den von Tag zu Tag untersuchten Proben 
findet. Im unbeeinfluRten Zustand teilt sich die Ascitestumorzelle einmal in 
24 Stunden (Lettré [12]). Die nach wenigen Stunden entnommene Probe 
enthalt also sicher noch iiberwiegend Zellen der gleichen Generation wie 
zuvor. Nun besteht aber durchaus Grund zur Annahme, daft die hohe 
Farbstoffkonzentration voriibergehend einen stark hemmenden Einfluf auf 
die Zellvermehrung hat, daf also auch iiber mehrere Tage ein durch die 
Zellvermehrung gegebener — negativer — Einflu& auf die Granulaansamm- 
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lung in der Einzelzelle zuriickgedrangt wird. Sicher haben diese Einschliisse 
mit der Mitose an sich nichts zu tun, man findet sie in allen Mitosestadien 
so unregelmaftig iiber die Zellen verteilt wie auch sonst. 

Die Frage nach ihrem Schicksal mu zunichst offenbleiben. Es laRt sich 
hier nicht sicher entscheiden, ob sie, entsprechend etwa der Auffassung von 
Weissmann, wieder in das Ergastoplasma eingegliedert oder ob sie, 
nach Altmanns Auffassung, abgebaut werden. 

Die Frage, ob alle nach Farbstoffgabe fluoreszierenden Kérnchen als 
Neubildung aufzufassen sind oder ob auch praformierte Gebilde nach ihrer 
Durchfarbung leuchten, mu nach der durch die Einfiihrung des Phasen- 
mikroskops bedingten verbesserten Kenninis feinster Zellstrukturen neu 
gestellt werden. Zweifellos gibt es zahlreiche Zellorganellen, die sich von 
den fluoreszierenden Granula im P.M. nicht unterscheiden lassen, die aber 


dann im UV-Licht nicht leuchten. 


Zusammenfassung 


An den Zellen des Mauseascitescarcinoms werden die intraplasmatischen 
Granula nach intraperitonealen AO-Injektionen im Fluoreszenz-Phasen- 
kontrastmikroskop untersucht. 

In ungefihrer Abhangigkeit von der Menge des injizierten Farbstoffs 
werden nach initialer Rotfarbung von Nukleolen und Plasma kupferrot- 
orange leuchtende Kérnchen von 2—3 1 Grée bis zu feinsten roten Piinkt- 


chen beobachtet. Sie zeigen keine Beziehung zu praformierten intraplasmati- 
schen Strukturen. Je gréfer sie sind, desto fester halten sie den Farbstoff 
bei UV-Licht-Bestrahlung, desto eher sind sie durch Osmiumfixation, nicht 
durch andere Fixantien, zu erhalten. — Die Ergebnisse widersprechen nicht 
der Weissmannschen Auffassung, wonach es sich bei diesen Granula 
um labile, RNS-reiche Eiweif-Koazervate handelt. 


Das gereinigte AO erweist sich als starker wirksamer Farbstoff als das 
handelsiibliche AO. Bei niedrigster Farbstoffkonzentration laBt sich auch 
Griinfluoreszenz der Granula erreichen. Wahrend die grofen Ké6rner als 
gelbe Scheiben, die kleinen als dunklere, polymorphe Einschliisse im Phasen- 
kontrast imponieren, verursachen die griinen Granula keinen oder nur 
schwachsten Phasenkontrast. 


Die AO-Granula lassen sich mit Neutralrot umfarben. Sie verlieren 
dabei ihre Fluoreszenz. 

Die Granula haben nach wenigen Stunden ihren gréften Umfang er- 
reicht. Sie bilden sich iiber mehrere Tage langsam zuriick. Es wird offen- 
gelassen, ob ihre Substanz in das Zellplasma wieder eingegliedert oder aus- 
geschieden wird. — Auch die Frage, ob die Granula immer neugebildet 
oder ob auch praformierte Strukturen angefarbt werden, wird nicht ein- 
deutig beantwortet. 


Es wurde gezeigt. da eine Granulabildung auch in besonders ribo- 
nukleinsaéurereichen und schnell wachsenden Zellen méglich ist. 
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Herrn Prof. Dr. H. Lettré, Direktor des Instituts fiir Krebsforschung 
der Universitat Heidelberg, sind wir fiir die Uberlassung von Impfmausen, 
Herrn Priv.-Doz. Dr. V. Zanker (T. H. Miinchen) fiir die Herstellung von 


gereinigtem Acridinorange zu Dank verpflichtet. 


Anmerkung bei der Korrektur: Erst nach Abschluf diese Arbeit ge- 
langte die Publikation von Weissmann und Gilgen (Zschr. Zell- 
forsch. 44, 292) zu unserer Kenntnis, in der iiber die Entstehung von AO- 
Granula, allerdings unter anderen Bedingungen, und iiber ihre Problematik 


ausfiihrlich berichtet wird. 
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Chemisch induzierte multipolare Mitosen’ 
Von 
Alfred BarthelmeB 
Mit 7 Textabbildungen 
(Eingegangen am 14. Marz 1957) 


In seinem wertvollen kritischhen Uberblick unseres Wissens von der 
Mitose wiirdigt Schrader (1953) die Versuche, durch Einfiihrung be- 
stimmter geléster Stoffe in die Zelle einzelne Teilvorgange der Mitose aus 
dem Netz der komplexen Koordination herauszulésen, nur einer relativ 
kurzen Bemerkung beziiglich des Colchicins. Begriindet wird diese Skepsis 
mit den Nebenwirkungen aller bisher untersuchten Stoffe, derentwegen 
selbst das Colchicin nicht dem Ideal einer ,,substance that is specific for a 
single recognizable constituent of the cell“ enispricht. Es diirfte fraglich, 
wenn auch nicht unmdglich sein, eine solche Idealsubstanz jemals zu finden, 
nachdem das erste Tausend untersuchter Stoffe diesbeziiglich enttauscht 
hat. Man darf aber doch hoffen, daf hier wie bei anderen Teilproblemen 
der Zellphysiologie auch ohne so hohe Anforderungen dennoch, und sei es 
auf mannigfachen Umwegen, weiterzukommen méglich sein wird. Ein sol- 
cher, vielleicht brauchbarer Weg zur Funktionsanalyse der Mitose kénnte 
iiber die chemisch induzierte Abanderung der normalerweise bipolaren 
Orientierung der Bewegung gehen, iiber die im folgenden berichtet werden 
soll. Die multipolare Mitose ist eine ebenso scharf ausgepragte Funktions- 
stérung wie die apolare echte ,,Colchicinmitose*, hat aber vor letzterer den 
Vorzug, mit relativ einfachen, in homologen Reihen vorliegenden Stoffen 
auslésbar zu sein, deren physikalische und chemische Eigenschaften bestens 
bekannt und leichter iiberschaubar sind als die des Colchicins, Podophyllins, 
der Phenanthrene und Tropolone. 

Es sei hier gleich vorweggenommen, daft iiber die Auslésung multi- 
polarer Mitosen durch Alkohole, Ather, Ester, Colchicin und andere .,c-mito- 
tische“ Stoffe bereits mehrere Beobachtungen vorliegen (Ubersichtsreferat: 
Barthelme 1956). Doch wurde dieses Phanomen entweder als un- 
wesentliche Begleiterscheinung nur am Rande vermerkt oder als Vorstufe 


1 Die Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Herrn cand. rer. nat. J. Ein- 
lechner durchgefiihrt, dem ich fiir die Uberlassung seiner Praparate und das 
Einverstaindnis mit der Veréffentlichung danke. 
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bzw. schwache Ausprigung der ,,C-Mitose“ aufgefaRt (Ostergren 1944, 
1950). Unabhangig davon, ob diese Beurteilung zutreffend ist oder nicht, 
war eine spezielle Untersuchung schon deswegen von Interesse, weil die 
genetischen Folgen der Multipolaritat gerade das Gegenteil derjenigen der 
»Apolaritait* bzw. der echten C-Mitose sind, nimlich die Entstehung hypo- 
ploider Zellen. Bei Polyploiden z. B. kénnte die Herabregulierung der 
Chromosomenzahl auf diesem Wege bei somatischen wie meiotischen Tei- 
lungen, sogar mit Hilfe zelleigener, aber ausnahmsweise im Exzef gebil- 
deter Stoffe, zur Entstehung einer so vielfaltigen Schar von Varianten mit 
verkleinertem Genom fiihren, da auch das seltene Ereignis eines balan- 
cierten neuen Idiotyps zu einer evolutionistisch wirksamen Haufigkeit ge- 
gehoben wiirde. : 

Eine derartige Beobachtung war der Anlaf zu der vorliegenden Unter- 
suchung. Schon 1938/39 war mir gelegentlich von Versuchen zur Mutations- 
auslésung mit Chemikalien aufgefallen, daf bei Behandlung keimender 
Sporen von Physcomitrium piriforme mit Athanol zahlreiche morpholo- 
gisch oft stark abweichende Varianten entstanden (ahnlich der Varianten- 
schar aus meiotisch gestérten bivalenten Sporogonen), wahrend die (damals 
verwendete) Sippe von Bryum caespiticium nur sehr wenige lebensfahige 
Mutanten ergab. Fiir einige der Physcomitrium-Varianten konnte eine 
herabgesetzte Chromosomenzahl weitgehend sichergestellt werden, eine 
vollstandige Untersuchung war aber aus auferen Griinden nicht mehr 
méglich. Um dieses merkwiirdig differente Verhalten zu klaren, wurden die 
Versuche an einem cytologisch giinstigeren Objekt, der Zwiebelwurzel, 
wiederholt. Das Ergebnis brachte nun die Klarung: Da Physcomitrium 
piriforme nach W ettstein und Schmidt als polyploid (n =36), Bryum 
caespiticium als haploid (n = 10) anzusehen ist, ware das unterschiedliche 
Verhalten gegeniiber Hypoploidie auslésenden Einfliissen verstandlich. 


Material und Methode 


Zwiebeln von Allium Cepa (fast ausschlieBlich derselben Sorte) wurden 
so auf Glaser mit chlorfreiem Leitungswasser gesetzt, daft nur die aus- 
treibenden Wurzeln, nicht aber die Schalen oder die Blatter mit dem Wasser 
in Beriihrung kamen. Nach Erreichen der durchschnittlichen Lange von 
2—4cm wurde das Wasser fiir 4 Stunden durch die Agenslésung ersetzt; 
fluoreszierende Lésungen wurden dabei verdunkelt. Fixierung der Spitzen 
erfolgte vor und unmittelbar nach der Behandlung, bei den meisten Ver- 
suchen auch nach Riicksetzung in Leitungswasser in Abstanden von 12 Stun- 
den, wobei Zustand und Wachstum der restlichen intakten Wurzeln notiert 
wurden. Fixierung in Carnoy, Farbung in toto nach Feulgen, Untersuchung 
der Quetschpriparate nach Einschlu® in Canadabalsam oder Caedax. Bei 
der Herstellung der Quetschpraparate wurde ganz besonders vorsichtig und 
schonend verfahren, um die urspriingliche Lagerung der Chromosomen 
nicht zu veridndern; bei der Untersuchung wurden alle Praparate ausge- 
schieden, die Anzeichen von zu hohem Druck beim Ausbreiten der Zellen 
erkennen liefen. 
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Mitoseverlauf bei Einwirkung gesattigter, einwertiger, aliphatischer 
Alkohole (C,—C;) 


Die Mitosestérungen sind bei allen Alkoholen dieser Reihe gleichartig; 
lediglich wegen der iiberragenden pharmakologischen Bedeutung des Atha- 
nols und der immer noch umstrittenen Frage der dysgenischen Wirkungen 
dieses Stoffes wurden Zeichnungen, Photos und Tabellenzahlen mit einer 
Ausnahme nur aus den Athanolversuchen genommen. 

Die Metaphase ist das erste Stadium, in dem sich die Alkohol- 
wirkung in typischer Weise manifestiert. Das Aussehen dieser Metaphasen 
laBt allerdings schlieRen, da die Abweichungen vom. Normalverlauf schon 
mit Beginn der prometaphasischen Bewegungen einsetzen. Das auffialligste 
Charakteristikum ist, da die sonst so strenge Einordnung der Centromeren 
aller Chromosomen in eine Aquatorialebene nicht mehr voll durchgefiihrt 
wird. Der Grad dieser Kongressionshemmung ist recht verschieden und 
reicht von dem Abseitsbleiben eines einzigen Chromosoms (Abb. 1 a—c) bis 
zu einer (scheinbaren!) Zerstreuung aller Chromosomen im ehemaligen 
Kernraum (Abb. 1 n—p, Abb. 5 b, c), die im Extremfall von der einer 
vollen C-Mitose kaum mehr zu unterscheiden ist. Man kénnte sich fragen, 
ob die nicht eingeordneten Chromosomen vielleicht, wenn auch verspitet, 
doch noch nachgeriickt waren. Fiir eine solche Méglichkeit spricht der 
Haufigkeitsunterschied zwischen abnormen Metaphasen und Ana-Telo- 
phasen in allen vier Versuchsreihen der Tab. 1. Es scheint mir sicher, daft 
dieser Unterschied dadurch zustande gekommen ist, daf die schwachsten 
Grade von Ordnungsstérung nicht mehr zu mehrpoligen Anaphasen fiihren. 
Gerade beim extremsten Grade von Unordnung zeigt aber die starke Ver- 
kiirzung der Chromosomen sowie das beginnende Spreizen der distalen 
Enden der Chromatiden an, daf solche Metaphasen bereits iiberaltert sind, 
daB also sogar mehr Zeit als sonst zur Einordnung zur Verfiigung gestan- 
den hatte. Es kann kein Zweifel sein, da& diese Anordnung der metaphasi- 
schen Chromosomen sich bis zum Anlaufen der Anaphase nicht mehr 
wesentlich andert. Dafiir spricht namlich auch der Vergleich mit den Kon- 
figurationen der Anaphasen. 

Die Anordnungstendenzen, die sich bei Durchsicht einer grofen Zahl 
von Meta- und Anaphasen — trotz der scheinbaren Regellosigkeit — er- 
kennen lassen, sind wesentlich fiir das Verstandnis der Genese dieses Zu- 
stands. 

a) Wenn die groBe Mehrzahl der Chromosomen wie iiblich streng in 
eine ebene Aquaitorialplatte eingeordnet ist und nur eines oder wenige 
nachhinken (Abb. 1 a—c), dann ist sehr haufig erkennbar, da das Cen- 
tromer dieser Nachziigler in der Flache der ehemaligen Kernmembran oder 
an der Grenzflache der Spindel, zumindest diesen Flachen stark genahert 
liegt, in kleinen Zellen sogar bis an die Aufenflache des Cytoplasmas ge- 
riickt scheint. Der unmittelbare Eindruck ist der einer Hemmung der pro- 
metaphasischen Wanderung und eines Hafienbleibens des Centromers an 
der Kernwand bzw. der ihr anliegenden Plasmaflache. Einen klaren Beweis 
fiir ein solches Haften zeigt Abb. 1d. Hier ist das Cenircmer eines Chro- 
mosoms an der duffersten Plasmaschicht hangengeblieben; der prometa- 





Chemisch induzierte multipolare Mitosen 


Abb. 1. Metaphasen aus Wurzelspitzen von Allium Cepa nach vierstiindiger Ein- 

wirkung von 1 mol Athanol. Carnoy, Feulgen, Quetschpriaparat. Die letzten beiden 

Mitosen rechts unten zwei Aufnahmen derselben Zelle in verschiedener Einstellung. 
Erklérung im Text. 
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phasische Zug (oder Schub) gegen die Aquatorialebene war aber so stark, 
daB das eine der beiden Chromatiden sich vom anderen trennte und ein- 
wanderte und dabei einen Arm des zweiten Chromatids nahe dem Cen- 
tromer abrifé und mitzog. 

b) Etwas seltener sind die Fille, in denen alle Chromosomen in einer 
oder wenigen Gruppen mit ihren Centromeren in aquatornahen Teilflachen 
der ehemaligen Kernwand zu liegen scheinen, so da die Mitte des Kerns 
bzw. der Platte frei bleibt (Abb. 2). Das Bild lieBe sich wiederum am 
ehesten verstehen, wenn die Chromosomen aus ihrer prophasischen An- 


Abb. 2. Metaphasen nach vierstiindiger Behandlung mit 1 mol Athanol. 
Erkléirung im Text. 


ordnung mit ihren Centromeren nicht frei durch den Kernraum wandern, 
sondern langs der Grenzflache Plasma-Kern. Von einer Behinderung durch 
eine zentrale Vakuole oder durch einen grofen persistierenden Nukleolus 
ist auch mit Phasenkontrast nichts zu erkennen; die Kernwand ist, als ge- 
schlossenes Ganzes, zumindest optisch verschwunden: vielleicht entsteht 
aber die Gruppenbildung dadurch, daB sie sich nicht gleichhmaBig auflést, 
sondern zunichst in einige gréBere Schollen zerfallt, die voneinander ab- 
riicken. 

c) Sehr haufig sind die Chromosomen in ihrem metaphasischen Zustand 
statt in einer Ebene in einer uhrglasférmig gewolbten Flache (Abb. 1 d, 
f, g) oder in mehreren zueinander gewinkelten Ebenen, in diesen aber 
ziemlich exakt angeordnet. In Abb. 1 i, k, 1 sind zwei zueinander annahernd 
rechtwinklige Ebenen ausgebildet, in Abb. 1m drei Ebenen in [-Form 
vereinigt. Es ist einleuchtend, solche Konfigurationen als Ergebnis einer 
prometaphasischen Einwanderung von mehr als zwei richtenden Zentren 
aus zu deuten. Wie die becherférmige Anordnung in Abb. 1 n zustande ge- 
kommen sein kénnte, ist schwer zu rekonstruieren; vielleicht sind die 
Chromosomen ohne wesentliche Ortsbewegung in ihrer prophasischen Lage 
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Abb. 3. a—c: Ubergiange von Metaphase zu Anaphase. An den einzeln liegenden 

Chromosomen ist deutlich zu sehen, daB die Centromerregion in der Trenn- 

bewegung gegeniiber den distalen Teilen voraneilt. d—g und p: Mehrpolige Ana- 
phasen. h—o: Mehrpolige Telophasen. Erklarung im Text. 
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verblieben und heben lediglich ihren normalen Formwechsel durchgemacht 
oder es handelt sich um eine unipolare Metaphase. 


d) In den Fallen, in denen das Aussehen der Chromosomen eine starke 
Uberalterung der Metaphase anzeigt, sind sie meist auch so weit aus- 
einandergeriickt, da eine etwaige Anordnung der Centromeren in meh- 
reren Ebenen kaum mehr erkennbar ist (Abb. 1 0, p). Das Bild ist dann 
dem einer voll entwickelten C-Mitose zweifellos recht ahnlich. Doch sind 
im Unterschied zu dieser die Chromosomen stets mit ihren Armen am 
Centromer gewinkelt und die Chromatiden spreizen nie so weit (bis zu 
fast Kreuzform) wie unter Colchicineinwirkung. Es kénnte sich einerseits 
um extreme Auspragungen des unter c) genannten Verhaltens handeln, 
ausgezeichnet durch eine besonders starke ,,Faltung* bzw. Aufteilung der 
Aquatorialplatte durch viele dirigierende Bewegungszentren. Es ware aber 
auch an eine Persistenz der prophasischen Lage zu denken, wie dies schon 
fiir die unter b) genannten Falle erwogen wurde. 


e) In keinem direkt erkennbaren Zusammenhang mit den unter a)—d) 
beschriebenen Phanomenen scheint die Diagonalstellung an sich normaler 
zweipoliger Mitosen zu stehen. Sie wird aber von Ostergren (1950) als 
schwachste Auspragungsform der C-Mitose klassifiziert. Sie ist zwar auch 
in den Kontrollwurzeln nicht selten, nach Alkoholeinwirkung aber ent- 
schieden haufiger. Sie widerspricht oft so sehr den Erwartungen aus raum- 
lichen Uberlegungen, da man nicht nur an eine einfache Entkoppelung 
von Zell- und Kernpolaritaét denken méchte, die der Spindelachse Orien- 
tierungsfreiheit gibt, sondern an das Hinzukommen eines mechanischen 
Zwanges zu dieser ,,unwahrscheinlichen* Einstellung. Es ist jedoch mit opti- 
schen Mitteln nichts zu erkennen, was einen solchen Zwang ausiiben kénnte, 
vor allem keine entsprechende Vakuolisierung. Man kann diese Erscheinung 
vorlaufig nur registrieren in der Hoffnung, sie spater doch einmal zur 
kausalen Deutung der anderen Spindelstérungen heranziehen zu kénnen. 

Zusammenfassend lat sich also aus dem Bild der unter Alkoholein- 
wirkung ablaufenden Metaphasen folgern, daf das Agens sowohl die Lage 
und Zahl der Ausstrahlungszentren der prometaphasischen Bewegung wie 
auch den Wanderungsweg der Centromeren beeinfluft, da es ferner die 
Trennung der Tochter-Centromeren und damit die Einleitung der Ana- 
phasebewegung verzégert. In den meisten Fallen findet die prometaphasi- 
sche Wanderung aber mit Sicherheit und sogar noch in gewissem Ausmak 
geordnet statt. 

Weit auffallender noch als der abweichende Verlauf der Metaphase ist 
der der Anaphase. Zwar erfahren alle Chromosomen ganz wie normal 
die Trennung in ihre beiden Tochterhalften, beginnend am Centromer und 
distal fortschreitend; beurteilt nach der Form der Chromosomen ist auch 
die weitere Bewegungsweise normal. Sie niitzt ferner in ihrem Ausmaf den 
zur Verfiigung stehenden Zellraum meist vollig aus; die Chromosomen- 
gruppen erscheinen am Ende ihrer Bahn oft sogar an der diese begrenzen- 
den Wand abgeflacht. Aber im Bereich von etwa 0,5 mol bis etwas iiber 
imol Athanol werden mit steigender Konzentration die Chromosomen 
immer seltener zu nur zwei opponierten Polen und immer haufiger zu 
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mehreren, oft weit verstreuten, aber siets eng umschriebenen Zentren ge- 
leitet (Abb. 3, 4). Selbst extreme Zellform ist dabei kein wesentliches Hin- 
dernis, wie die sechspolige Anaphase in der langgestreckten engen Zelle 
der Abb. 3 p zeigt. An der Wanderung nehmen alle Chromosomen teil, und 
zwar so, daB stets die beiden Tochterhalften eines Chromosoms an verschie- 
dene Zentren gelangen. Ich habe nie ein am Ort der Metaphasenplatte un- 
geteilt liegengebliebenes Chromosom bemerkt. Der lokomotorische Apparat 
ist also funktionell véllig intakt (wenn man von der verzégerten Einleitung 
der anaphasischen Trennung absieht), nur die raumliche Ordnung der Be- 
wegung ist verandert. 

Rekonstruiert man aus den Anaphasen die Lage der ungeteilten Chro- 
mosomen in der Metaphase, so kommt man zu Verteilungen, wie sie tat- 


~ 


a b 


Abb. 4. a Fiinfpolige Anaphase, b achtpolige Anaphase. Chromosomen um so dunkler 
getént, je héher ihre Lage im Zellraum. 1 mol Athanol, 4 Stunden Behandlung. 


saichlich beobachtet sind. Dies stiitzt erneut die Auffassung, daft die in der 
Anaphase deutlich werdenden ,,Pole“ bereits fiir die abweichende Meta- 
phasekonfiguration verantwortlich waren und als kinetische Zentren offen- 
bar schon die prometaphasische Bewegung lenkten. Es ist allerdings denk- 
bar, da® sich die Abstande der einzelnen Zentren voneinander von der 
Prometaphase bis zur Anaphase noch etwas andern kénnen. 

In Anbetracht der noch immer offenen Frage nach der Individualitat des 
kinetischen Zentrums am Spindelpol der Pflanzen sowie der verschiedenen 
elektrostatischen Hypothesen der Mitosemechanik war die Zahl der Pole, 
ihre raumliche Anordnung und eventuell auch ihre Besetzung mit Chromo- 
somen von Interesse. Fiir die Variation der raumlichen Anordnung der 
Pole“ vergleiche man die Figuren der Abb.3; da die extremeren Fille aber 

Protoplasma, XLVIII/4. 41 





554 A. BarthelmeB 


wegen der bei hoher Vergréferung zu geringen Tiefenschirfe photogra- 
phisch schwer darstellbar sind, wurde ergiinzend auch eine zeichnerische 
Wiedergabe versucht (Abb. 4 sowie die Kernverteilung in Abb. 5), wobei 
der raumliche Eindruck durch dunklere Ténung der héher liegenden Teile 
vermittelt werden sollte. Irgendeine deutlich regelhafte Beziehung zwischen 
Zahl, Anordnung und Besetzung der Pole ist nicht herauszufinden. Die Ab- 
weichung in der Chromosomenzahl der Pole von der durch Los ermittelten 
Zufallsverteilung (Tab. 3) ist nur vorgetaéuscht dadurch, da die drei- und 
vierpoligen Anaphasen, die die héheren Chromosomenzahlen ergeben hiit- 
ten, selten genau auszahlbar sind und daher in geringerer Zahl zur Aus- 
wertung kamen als die vielpoligen Anaphasen. 





Abb. 5. a Sechskernige, b siebenkernige Zelle im Ubergang zur Interphase. Ténung und 
3ezifferung der Kerne entsprechend ihrer Héhenlage in der Zelle. In diesem Stadium 
weder Phragmoplast noch Plasmaabgrenzung noch junge Wandanlage erkennbar. 


Die Telophase (Abb. 3h—o) bietet gegeniiber den Verhaltnissen 
in der Anaphase nichts wesentlich Neues. Die Metamorphose der Chromo- 
somen lauft in ganz normaler Weise ab. Eine Kernmembran wird offenbar 
stets, wenn auch meist etwas verzégert, regeneriert, selbst um einzeln 
liegende Chromosomen. Wahrend in den auch unter Alkoholeinwirkung 
zweipolig gebliebenen Mitosen der Phragmoplast nach Abschlu® der Kern- 
rekonstruktion alsbald erkennbar wird, ist in den mehrkernigen Zellen 
noch lange Zeit nachher keinerlei Wandanlage zwischen den einzelnen 
Kernen zu sehen (Abb. 3). Sie wird aber selbst bei 96stiindiger Behand- 
lung in vitalen Konzentrationen wie bei Erholung im Riicksetzversuch 
offenbar fast immer nachgeholt. Eine Restitutionskernbildung unter nach- 
iraglicher Verschmelzung der Tochterkerne einer mehrpoligen Mitose habe 
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ich in keinem Priaparat gefunden. Was manchmal so aussieht, kann mit 
besserer Begriindung als Briickenbildung durch Chromosomen gedeutet 
werden, deren beide Arme infolge raumlicher Beengung der Anaphase 
zwei verschiedenen Chromosomengruppen eingefiigt werden, diese daher 
verbinden und ihre Distanzierung begrenzen. Uber die weitere Entwicklung 
der hypoploiden Zellen (Abb. 6), unter denen sich alle Gréfen vom nahezu 
diploiden Volumen bis zu winzigen Plasmaklumpen um Kerne aus ein- 
zelnen Chromosomen finden, kann noch nichts ausgesagt werden. 


Abb. 6. Gruppen hypoploider Zellen, die aus urspriinglich mehrkernigen Zellen 
durch nachtragliche Unterteilung des Plasmas und Wandbildung entstanden sind. 
96 Stunden 1 mol Methanol. 


Weitere Alkoholwirkungen 


Uber die Induktion von Multipolaritat hinaus findet sich in den Wur- 
zeln noch ein anderer Effekt, der fiir das Verstandnis der Alkoholwirkung 
vielleicht einen Hinweis bringen kann. Von etwa 1.2 mol an (bei einzelnen 
Wurzeln je nach physiologischer Stimmung auch schon ab 1 mol) bis etwa 
1.5mol werden zwischen den auseinanderweichenden Anaphasegruppen 
immer hiufiger durch einzelne Chromosomenarme ..Briicken“ gebildet. Diese 
sind jedoch bestimmt nicht das Ergebnis von Teilungsschwierigkeiten, wie 
sie nach Reproduktionsfehlern unter dem Einflu® multifunktioneller ,ver- 
netzender“ Substanzen (z. B. Loste, Coffein, Cumarine, Triathylenmelamin 
etc.) entstehen. Das Bild entspricht vielmehr dem als ,.stickiness“ in der 
Literatur oft beschriebenen. Es scheinen die Enden der Chromatiden starker 
als sonst aneinander zu haften, 6fters aber auch an der Peripherie der 
Aquatorialplatte geradezu festgeklebt zu sein. Durch den kraftigen Ana- 
phasezug werden die Arme gestreckt und verdiinnt, nicht aber die haftenden 
duBersten Enden, so daf die Arme schlieBlich trommelschlegelartig aus- 
sehen. Ofters reifien sie sogar an einer oder zwei Stellen, im letzteren Falle 
ein median liegenbleibendes Fragment zuriicklassend. Manchmal reift 
eines der beiden Halbchromatiden friiher als das zweite, so da im Arm 
des Anaphasechromosoms eine unvollstandige Liicke erscheint. Der Abstand, 
den die Chromosomengruppen in der Telophase erreichen, wird durch diese 
Hindernisse verkleinert, die Bildung eines Syndiploidkerns jedoch trotzdem 
nicht erzwungen. 
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Konzentrationsabhiangigkeit 


Bei Athanol beginnt der modifizierende Einflu® etwas unter 0,5 mol 
—2,3% (Tab. 1, 2). In dieser eben noch iiberschwelligen Konzentration ist 
der normale Verlauf noch weitaus der haufigste und unter den Abweichern 
herrschen die schwachen Grade der prometaphasischen Kongressionshem- 
mung (Nachhinken einzelner Chromosomen) und jene Anaphasen bzw. 
Telophasen vor, bei denen nur einer oder zwei iiberzahlige Pole ausgebildet 
und diese mit wenigen Chromosomen besetzt sind. Schon bei 0,65 mol steigt 


Tab. 1. Normale und abnorme Mitosen nach vierstiindiger Athanoleinwirkung. 





Versuchsreihe Til 


Athanol-Konz. mol 





Zahl der Wurzeln 

Zahl der Felder 

Mitosen, gesamt 
Prophasen, gesamt.. . 
or 
/O 
Metaphasen, gesamt. . 
o/ 
Oo 


Ana-Teloph., gesamt. . 


% p ‘ 24,1 


Abnorme Met., gesamt. . 2 121 
% : 52, 95,3 
Mehrpol. A.-T., gesamt . ; 127 
8,5 59,6 47,6 


Sicherungen: abnorm. Tel.jj—111: P = 0,01; der Wert 59,6 ist jedoch nur aus zwei 
Wurzeln gewonnen. — Abnorm. M.j—jj, abnorm. M.ty—y, abnorm. M.qy — A. T.11, 
abnorm. M.j11 — A.T.111, abnorm. M.jy — A.T.1y jeweils P < 0,01. — Abnorm. M.jj—111—IV- 
abnorm. A. T.111—1v jeweils P > 0,05. 


der Stérungsgrad erheblich an und der Prozentsatz abnormer Mitosen er- 
reicht bereits sein Maximum. Der in unseren Versuchen gefundene Grenz- 
fall war eine Wurzel mit 100% abnormen Metaphasen und 92% abnormen 
Ana- und Telophasen bei Athanol (allerdings bei 1,0, nicht 0,65 mol) sowie 
100% abnormen Ana-Telophasen in einer methanolbehandelten Wurzel. 
Diese Wirkungsstiarke bleibt bis iiber 1,1 mol erhalten. In diesem Bereich 
finden sich dann auch die starksten Grade metaphasischer Zerstreuung und 
die héchsten Polzahlen (Tab. 2). Eine weitere Steigerung, z. B. Polzahlen 
iiber 8 oder ein gréRerer Anteil vielpoliger Mitosen gegeniiber wenigpoli- 
gen, die an sich noch denkbar ware, wird aber auch bei héherer Konzen- 
tration nicht mehr erreicht. Etwa von 1.2 mol an nimmt die Zahl abnormer 
Teilungen wieder rasch ab und erreicht bei etwa 1,5 mol —6,9% fast wieder 
den Nullpunkt. Dieser Abfall ist allerdings begleitet von den oben be- 
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schriebenen Zeichen einer zunehmenden ,,Klebrigkeit*. Daf, nach den Zah- 
len der Tab. 1, der Riickgang an abnormen Metaphasen nicht so kraftig 


Tab. 2. Polzahlen in Ana- und Telophasen. 





Athanol Pole 
Konzentration 


% mol 








2,3 


1 
2 
3 
+ 
5 
6 
7 
1 
2 
1 
2 
3 
4 
1 
2 
3 
4 
1 
2 
3 
t 
5 
6 


| 150 


ist wie der an Ana-Telophasen, diirfte dadurch vorgetiuscht sein, daft 
nun immer haufiger eine an sich perfekte Einordnung der Centromeren in 


Tab. 3. Chromosomenzahlen an Polen multipolarer Anaphasen. 
(27 Anaphasen mit insgesamt 124 Polen.) 


Chromosomenzahl ......1i12 3 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
Denbaetiek 225k SN é K a RES S §- 5 & 7 2239523 


Durch Los ermittelte 
Zufalisverteilung . . .... +. 2 8 15 


eine ,Ebene* durch Verbiegung dieser Flache so verschleiert wird, daft sie 
bei der Auszahlung der Praparate von einer primar unvollstandigen Ein- 
ordnung nicht eindeutig unterschieden werden konnte. Eine derartige Ver- 
kriimmung zeigen iibrigens auch die Chromosomenschenkel. Die sich hierin 
ausdriickende schwere Stérung des physiologischen Zustands der Zelle 
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iiberlagert sich offenbar den ,,Multipolaritatsbedingungen* und erschwert 
zunehmend die Realisierung der Mehrpoligkeit. 

Bei Konzentrationen um 2mol sind alle Anzeichen der Multipolaritat 
vollig verschwunden, die Kerne und Chromosomen machen einen ,,schlecht 
fixierten* Eindruck. Diese Konzentration legt offenbar sofort die Mitosen 
still; im Riicksetzversuch erholen sich nur wenige Wurzeln nach Tagen 
wieder. 

Die Konzentrationsspanne, die eine Manifestation der Multipolaritat 
erlaubt, ist also sehr eng, und damit hangt auch zusammen, daf selbst die 
einzelnen Wurzeln einer Zwiebel etwas verschiedene Grade der Reaktion 
zeigen kénnen, je nach ihrer physiologischen Stimmung. 


Die homologen Alkohole vom Methanol bis Pentanol zeigen den gleichen 
Verlauf der Konzentrationsabhangigkeit, unterscheiden sich aber von- 
einander erheblich in den Schwellenwerten im Sinne der Traubeschen 
Reihe; hierauf wird im nachsten Teil der Arbeit naher eingegangen. 


Ist die multipolare Alkoholmitose eine Vorstufe der apolaren 
Colchicinmitose ? 


Schwache, keinen vollstandigen Ausfall des Spindelmechanismus ver- 
ursachende Dosen von Colchicin bewirken aufer einer haufigeren Diagonal- 
stellung der Spindeln auch das Auftreten mehrpoliger Mitosen, die schon 
bei geringfiigig héherer Konzentration dann rasch von den typischen Col- 
chicinmitosen abgelést werden. Dieselbe Beobachtung scheint, nach ver- 
schiedenen Angaben, auch mit einigen anderen ,,c-mitotischen“ Stoffen ge- 
macht zu sein. Ostergren (1950) registriert deshalb in seinem Versuch 
einer graduellen Klassifikation der Mitoseanomalien Schragstellung und 
multipolare Anaphase als schwache, lediglich dosisbedingte Auspragungs- 
formen der C-Mitose. 

Die oben beschriebenen multipolaren Mitosen sind mit Athanolkonzen- 
trationen von rund 0,7—1.1 mol mit einer maximalen Hiaufigkeit bis zu 
100% auslésbar. Bei einer Steigerung der Konzentration 
werden sie jedoch nicht durch C-Mitosen abgeldést. 
Weder mit Athanol noch mit irgendeinem anderen der untersuchten ali- 
phatischen, gesattigten, einwertigen Alkohole haben wir in irgendeiner 
Konzentration echte C-Mitosen erhalten, wenn man unter .,echter“ C-Mitose 
das Fehlen jeder Spur von durch Zug oder Schub am Centromer angreifen- 
der orientierter Ortsbewegung der Chromosomen versteht. Bei geringfiigi- 
ger Steigerung der Konzentration iiber den Optimalwert hinaus wird viel- 
mehr die Anaphasebewegung noch gegen den Widerstand der stickiness mit 
einer Kraft erzwungen, die zum Abreifen von Chromosomenenden fiihren 
kann. Auch wird die Spindel eher noch etwas deutlicher sichtbar, als sie es 
sonst ist. Ebensowenig realisieren sich die beiden anderen Ziige der 
C-Mitose: das bis zu Kreuzform gehende Spreizen der Chromatiden und 
die ,steife* Geradstrecung der metaphasischen Chromosomen. Um die 
Ahnlichkeiten und Unterschiede im cytologischen Bild zwischen Alkohol- 
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mitose und Colchicinmitose nochmals zu verdeutlichen, sei auf die Gegen- 
iiberstellung entsprechender Stadien in Abb. 7 verwiesen. 

Immerhin ist der Einwand nicht leicht zu widerlegen, da® mit den 
verwendeten Alkoholen die Erreichung der fiir .echte* C-Mitose nétigen 
Konzentrationsschwelle nicht méglich ist, weil im kritischen Bereich eine 
andere Alkoholwirkung zu einem uniiberwindlichen Hindernis ansteigt. 

Es wire noch daran zu denken, daf die ginzliche Ausschaltung des 
kinetischen Apparats dem Grundgeriist des Colchicins, der Multipolaritiats- 


= 


Abb. 7. Vergleich von Alkohol- und Colchicineffekt. Obere Reihe: Metaphase (a), 

.Anaphase* (b) und Restitutionskernbildung (c) nach Colchicineinwirkung. Untere 

Reihe: Metaphase (d), friihe Anaphase (e) und mehrkernige Zelle (f) nach Athanol- 
einwirkung. 


effekt aber dem aus seinem Molekiil durch schwache Mineralsiuren leicht 
abspaltbaren Methanol zuzuschreiben wire; selbstverstandlich kénnte sich 
dann der Methanoleffekt nur unterhalb der Schwelle fiir die volle Colchicin- 
wirkung manifestieren. Diese Schwelle liegt fiir Allium-Wurzeln bei etwa 
1/1900 mol; das Methanol kénnie auch bei vollstaindiger Abspaltung diese 
Konzentration nicht iiberschreiten. Da in unseren Versuchen die maximale 
Methanolwirkung aber erst bei ca. 0,7 mol einiritt, scheidet diese Deu- 
tungsméglichkeit aus. 

Steinegger und Levan (1947) verneinen auf Grund von Versuchen 
auch die Méglichkeit, daB das in den Handelspriparaten von Colchicin stets 
enthaltene Chloroform an dem Effekt beteiligt sei. Wir werden aber spiater 
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sehen, daff der Bau des Colchicinmolekiils durchaus beiderlei Effekte ver- 
stindlich erscheinen lat, ohne daff sie in einem unmittelbaren graduellen 
Zusammenhang stehen miissen. 

Weder die bewegende Kraft noch die die ,,Bahnung“ vermittelnde, mit 
den Centromeren verbundene Struktur sind also unter der Einwirkung 
vitaler Alkoholkonzentrationen geschwacht oder aufgehoben. Die be we- 
genden Komponenten des Spindelmechanismus bleiben funktionell 
und strukturell erhalten; nur die fiir die Orientierung mafgebliche K o- 
ordination der Komponenten ist verandert. In Gegenwart einer gewis- 
sen Mindestmenge Colchicin ist aber sowohl der Aufbau wie das Bestehen- 
bleiben der die Ortsbewegung erlaubenden Struktur unméglich. Diese bei- 
den Wirkungstypen sind einander so entgegengesetzt, da man den einen 
nicht gut als die schhwache Auspragungsform des anderen bezeichnen kann. 
Wenn tatsachlich Zwischenstufen im Sinne einer ,,teilweisen Inaktivierung™ 
der lokomotorischen Funktion vorkaimen, wiirden sie sich wohl sicher da- 
durch verraten, daff entweder die anaphasische Bewegung nur von wesent- 
lich geringerem raumlichem Ausmaf ist oder daf ein Teil der Chromosomen 
sich nach dem ,,Colchicintyp*, die anderen nach dem ,,Alkoholtyp* verhal- 
ten, also einige ungeteilt liegenbleiben, andere sich in typischer Weise 
voneinander trennen. Nichts dergleichen ist zu beobachien. Ebensowenig 
kann man die Aufspaltung der bipolaren Spindel in eine multipolare als 
» leil-Inaktivierung* bezeichnen, da die mehrpolige kinetisch genau so gut 
funktioniert wie die zweipolige. 

Es ware fiir die weitere Kausalanalyse daher wohl besser, die Termini 
»Colchicinmitose* (bzw. ,,c-mitotisch* aktiv) und ,Stathmokinese“ nur auf 
den voélligen Ausfall der Spindelstruktur und den dadurch bedingten vél- 
ligen Ausfall der gerichteten, am Centromer angreifenden Chromosomen- 
bewegung anzuwenden und fiir die Falle von Multipolaritaét bei voll er- 
haltener Bewegung die Bezeichnung ,,Alkoholmitose“ oder ,,Merokinese“ 
(nicht Mero-Stathmokinese, wie Gavaudan vorschlug) einzufiihren. 


Zusammenfassung 


Durch verdiinnte wasserige Lésungen aliphatischer einwertiger gesaitig- 
ter Alkohole kann der Verlauf der Mitose in Allium-Wurzeln in sehr typi- 
scher Weise abgeindert werden. Das Hauptcharakteristikum der Wirkung 
ist eine Koordinationsstérung der Chromosomenbewegung, die zu einer 
prometaphasischen teilweisen Kongressionshemmung der Chromosomen 
und zu multipolaren Anaphasen fiihrt. Dadurch entstehen mehrkernige 
bzw. nach Unterteilung durch Wande hypoploide Zellen in grofer Zahl 
und sehr bunter Variation der genomatischen Zusammensetzung. Damit 
kénnte einerseits ein Evolutionsmodus des Karyotyps aufgezeigt sein, der 
zur Herabsetzung der Chromosomenzahl bei Polyploiden, auch mit zell- 
eigenen Mitteln, fiihren kann; andererseits wird damit erstmals eine ein- 
gehende cytogenetische Analyse der so oft diskutierten Moéglichkeit einer 
dysgenischen Alkoholwirkung eréffnet. Durch Untersuchung der Abhingig- 
keit des Multipolaritatseffektes von der Konzentration, der chemischen Zu- 
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sammensetzung und damit der physikalischen Eigenschaften der auslésen- 
den Stoffe soll der Einblick in die Mechanik der Mitose weiter vertieft 
werden. Die Richtigkeit der bisherigen Auffassung der chemisch induzierten 
multipolaren Mitose als dosisbedingter schwacher Auspragungsform der 
Colchicinmitose wird bezweifelt und eine atiologische Verschiedenheit bei- 
der Mitosetypen als Alternative zur Diskussion gestellt. 
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Weitere Beitraige zur Fluorochromierung der Sphirosomen 
pflanzlicher Zellen mit basischen Farbstoffen 


Von 
Waldtraut Kuttig 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Freien Universitat Berlin 
(Eingegangen am 29. Marz 1952) 


I. Einleitung 


In neuerer Zeit ist der vitalfarberischen Unterscheidung der Plasma- 
einschliisse erhéhte Aufmerksamkeit geschenkt worden. Besonders mit 
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wurde das Verhalten der Mitochondrien 
und der Spharosomen (Mikrosomen, vg]. Drawert und Metzner 1955 
sowie Héfler 1957) gegeniiber bestimmten Farbstoffen untersucht (Dr a- 
wert 1953, 1955a). Dabei war von besonderem Interesse, daf die Stoff- 
wechseltatigkeit der Zelle einen Einflu® darauf hatte, ob die Farbstoffe 
wie Nilblau, Janusgriin B oder Berberinsulfat die Mitochondrien oder die 
Spharosomen farbten. Drawert fiihrt diese Erscheinung auf Anderungen 
der physikalisch-chemischen Eigenschaften der Farbstoffe z. B. durch Re- 
duktionsvorgange zuriick. 

Zur Klarung der hier vorliegenden Mechanismen und zur weiteren 
Charakterisierung der Mitochondrien und Spharosomen ist es notwendig, 
eine gréRere Zahl von Farbstoffen auf ihr Verhalten hin zu priifen, um 
dadurch Anhaltspunkte iiber die chemischen oder physikalisch-chemischen 
Eigenschaften zu erhalten, die fiir die auftretenden Erscheinungen ver- 
antwortlich sind. Aus diesen Ergebnissen kann man dann vielleicht spater, 
wenn geniigend Untersuchungsmaterial vorliegt, auch Riickschliisse auf die 
Strukturen der Zellorganelle ziehen. Ferner haben bereits Versuche mit ver- 
schiedenen Objekten, z. B. mit Pilzzellen (Gutz 1956, Drawert und 
Karber 1956), gezeigt, da sich die an einem Objekt — etwa den Ober- 
epidermiszellen der Schuppenblatter von Allium cepa — erhaltenen Be- 
funde nicht ohne weiteres verallgemeinern lassen. Es ist also weiterhin 
erforderlich, zunachst mit einem Farbstoff viele Objekte zu untersuchen. 

In der vorliegenden Arbeit sollen einige weitere basische Farbstoffe 
daraufhin gepriift werden, ob sie in der Oberepidermis der Schuppen- 
blatter von Allium cepa eine Spharosomenfluoreszenz auslésen, und falls 
sie dazu in der Lage sind, soll ferner untersucht werden, wieweit die 
Sauerstoffspannung dabei eine Rolle spielt. 
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II. Material und Methode 


In Vorversuchen stellte ich fest, da& von den untersuchten Triphenyl- 
methanfarbstoffen Malachitgriin stand. (Bayer), Brillantgriin (Bayer). 
Chinagriin (Chroma), Solidgriin (Chroma), Setocyanin (Bayer), Viktoria- 
blau B (Griibler), Viktoriablau 4 R (Griibler), Nachtblau (Hollborn), Dahlia 
(Griibler) und Methylviolett stand. (Bayer), ferner der Chinominfarbstoff 
Bindschedlers Griin (Bayer) und der Hemicyaninfarbstoff Astrazonorange R 
(Bayer) unter bestimmten Bedingungen Sphiarosomenfluoreszenz hervor- 
rufen. 

Neben dem Hauptversuchsobjekt, der Oberepidermis der Schuppen- 
blatter von Allium cepa (Zittauer Gelbe), wurden fiir Vergleichsunter- 
suchungen die Unterepidermis derselben Schuppenblatter sowie Hefezellen 
und die Blattchen von Funaria hygrometrica und Helodea densa heran- 
gezogen. 


Von Allium kamen die mititleren Epidermisstiickchen der 2, und 3. Schuppe von 
aufen zur Anwendung. Die Oberepidermis wurde entsprechend den Angaben von 
Strugger (1949) freipripariert und die Unterepidermis durch Oberflachenschnitte 
gewonnen. 

Die Farbungen fiihrte ich mit Lésungen 1 : 10000 durch, wobei ich von einer 
Stammlésung 1: 1000 in Aqua dest. ausging. Als Puffergemisch kamen Phosphate 
und Salzséure nach den Angaben von Strugger (1949) zur Anwendung. 

Da die Farbliésungen z. T. starke Giftwirkung zeigten, war es erforderlich, die 
Farbedauer der Oberepidermis auf 2 bis 5 Minuten, die der Unterepidermis auf 
10 bis 15 Minuten zu begrenzen. Als Kriterium fiir die Vitalitat der Zellen diente 
die Plasmastrémung, die Beschaffenheit des Cytoplasmas und die Lage und Form 
des Zellkerns. 

Die fluoreszenzmikroskopischen Versuche fiihrte ich mit der grofen Fluoreszenz- 
einrichtung von Zeiss-Winkel mit einer Quecksilberhéchsidrucklampe durch. Fiir 
Untersuchungen im Blaulicht verwandte ich zwei Sperrfilter OG 5, im ultravioletien 
Licht die Sperrfilter BG 23 + GG 4. 

Fiir Chromatographie und Elektrophorese bediente ich mich des Filtrierpapiers 
Nr. 2043 b von Schleicher & Schiill. Als Lésungsmittel wurde Aceton und Leitungs- 
wasser im Verhalinis 4:6 verwandt. 


III. Versuchsergebnisse 


1. Malachitgriin stand. (Bayer) 
Farbeversuche: 


Aus den Angaben von Drawert (1940) fiir das von ihm benutzte Maladchit- 
griin der Firma Merck geht hervor, daf dieses Praiparat nicht mit dem Malachit- 
griin stand. (Bayer) iibereinstimmt. Das Priaparat von Merck scheint gréfere 


Ubereinstimmung mit dem spater zu besprechenden Brillantgriin von Bayer auf- 
zuweisen. 


Mit Malachitgriin stand. (Bayer) ist eine Hellfeldfarbung der Oberepidermis 
von Allium cepa erst ab pH 2,5 zu beobachten, und zwar farben sich mit fallender 
cH die Zellkerne zunehmend griin bis tiirkis und das Cytoplasma griinlich. Im 
neutralen und alkalischen Bereich ab pH 6.7 tritt eine leichte und unregelmafige 
Vakuolenkontraktion auf. 

Die im Hellfeld noch farblosen Epidermen (pH 1,7—2,3) zeigen im Blaulicht 
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nach kurzer Bestrahlung eine leuchtend gelbe Membranfluoreszenz. Nach An- 
farbung in einer Lésung mit pH 3,7 sind Zellwand- und Plasmafluoreszenz neben- 
einander zu beobachten. Bei pH5 iiberwiegt die Cytoplasmafluoreszenz und eine 
Fluoreszenz der Membranen ist kaum noch zu erkennen. 

Die Cytoplasmafluoreszenz setzt mit der ersten auch lichtmikroskopisch sicht- 
baren Farbung der Zellen ein. Im ultravioletten Licht zeigt das Plasma zunichst 
eine schwach griine Eigenfluoreszenz, erst nach Bestrahlung mit dem intensiven 
kurzwelligen Licht beginnen Kerne und Cytoplasma griin, dann leuchtend hellblau 
zu strahlen. Im weiteren Verlauf der Beobachtung nimmt unter der Sitrahlen- 
wirkung die Fluoreszenz wieder an Intensit&ét ab. Indessen tritt, zuerst iiber und 
um die Zellkerne herum (vgl. Drawert 1953), dann im gesamten Cytoplasma, 
eine hellblau leuchtende Sphirosomenfluoreszenz auf. Je starker die Farbstoff- 
konzentration in der Zelle ist, desto schneller und intensiver erfolgt diese Fluoro- 
chromierung (siehe auch Gutz 1956). Die Sphairosomen gewinnen mit der Be- 
strahlung an Leuchtkraft und damit auch, wohl nur scheinbar, an Umfang. Es 
lassen sich deutlich zwei Gréfen der Sphiérosomen unterscheiden, die ohne Uber- 
gange nebeneinanderliegen. Erst nach linger anhaltender Bestrahlung wird die 
Spharosomenfluoreszenz langsam abgeschwacht. Sie ist, entsprechend den Angaben 
von Drawert (1953), Drawert und Gutz (1953) und Gutz (1956) fiir 
andere Farbstoffe, auch beim Malachiigriin, unabhingig vom pH-Wert der Farb- 
lésung. 

Hin und wieder ist auch eine hellblaue Fluoreszenz der Plastiden zu beobachten. 
Die Fluorochromierung der Leukoplasten ist aber auferordentlich launisch (vgl. 
Drawert 1954, 1955b). 

In der Unterepidermis beginnen nach langerer Einwirkung des kurzwelligen 
Lichtes Cytoplasma und Sphirosomen schwach zu leuchten. 

Um eine Sphiarosomenfluoreszenz im alkohol- oder formalinfixierten Material 
zu erhalten, ist eine langere Bestrahlung der gefarbten Praparate durch kurz- 
welliges Licht erforderlich. 

Die Fluorochromierung der Sphiérosomen erfolgt in den angefiihrten Ver- 
suchen mit frischgefarbten Praparaten nur nach Einwirkung der Bestrahlung. 
Wird Wasserstoffsuperoxyd oder frisches Leitungswasser dem Objekt zugesetzt, so 
erlischt die Spharosomenfluoreszenz augenblicklich. Die Fluoreszenz des Cyto- 
plasmas schlagt dabei von einem leuchtend blauen zu einem griinen Farbton um. 
Allmahlich tritt bei anhaltender Bestrahlung wieder blaue Plasmafluoreszenz und 
iiber gelbgriine Téne auch eine blaue Spharosomenfluoreszenz auf, die wiederum 
geléscht werden kann. Der Prozef ist nur begrenzt reversibel. Offenbar findet durch 
die Bestrahlung eine so starke Verainderung der Spharosomen oder auch des Farb- 
stoffes statt, da sich nach abermaliger Einwirkung der Oxydationsmittel die 
Fluoreszenz nicht mehr léschen 1aft. 

Wie die Versuche zeigen, ist die durch Malachitgriin hervorgerufene Sphiro- 
somenfluoreszenz von der Sauerstoffspannung abhangig. Es ist deshalb wohl an- 
zunehmen, dafi die kurzwellige Bestrahlung eine Reduktion des Farbstoffes be- 
dingt, und eine reduzierte Stufe die hellblaue Fluoreszenz des Cytoplasmas und 
der Spirosomen auslist. Die gebildete Leukoform des Malachitgriins scheint aber 
im Verhialtnis zur gesamten gespeicherten Farbstoffmenge nur einen sehr geringen 
Teil auszumachen, da die Zellen im lichtmikroskopischen Bild keine Farbaus- 
blassung erkennen lassen. 

Es war nun zu priifen, ob die lebenden Zellen auch allein, ohne Mithilfe der 
kurzwelligen Strahlen, in der Lage sind das Malachitgriin zu reduzieren und so 
entsprechend dem Janusgriin B (Drawert 1953) eine Spharosomenfluoreszenz 
ausgelést werden kann. Zu diesem Zweck wurden die mit einem Deckglas ver- 
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schlossenen gefairbten Praparate mit einem Vaselinerand abgedichtet und liegen 
gelassen. Bereits nach 10 bis 20 Minuten Deckglasabschluf& tritt eine griine, dann 
in der Mitte des Praparates beginnend nach Blau umschlagende Cytoplasma- 
fluoreszenz auf. Nach 1% bis 2 Stunden Sauerstoffmangel ist sofort beim Einschalten 
der Lichtquelle eine Fluoreszenz der Sphirosomen zu erkennen. 

Ferner war es von Interesse zu untersuchen, wie sich eine vor der Vitalfarbung 
bestrahlte Farblésung verhalt. Nach einer einstiindigen Bestrahlung mit einer 
Quecksilberhéchstdrucklampe zeigt die Farblésung weder eine Anderung des Farb- 
tons noch sind chromatographisch Unterschiede zu einer nicht bestrahlten Lésung 
festzustellen. Aber wahrend nach dem Anfarben der Oberepidermis mit einer 
frisch bereiteten Lésung im Fluoreszenzlicht zuniachst nur eine schwache griine 
Eigenfluoreszenz zu erkennen ist und erst nach Bestrahlung Plasma und Sphiro- 
somen hellblau leuchten, fluoresziert nach Farbung mit der bestrahlten Lésung 
das Plasma augenblicklich intensiv blaugriin. Ein Farbumschlag nach Hellblau und 
eine Spharosomenfluoreszenz tritt aber auch hier erst nach einer Bestrahlung der 
gefarbten Praparate auf. Aus dem Ergebnis ist zu schliefen, daf® die kurzwelligen 
Strahlen auch die reine Farbstofflésung in irgendeiner Form verandern. Diese 
Anderung scheint aber nicht so rasch zu erfolgen, wie es vom Neutralrot (Dra- 
wert und Metzner 1956) bekannt ist. 


Modellversuche: 


Zur Klarung des vitalfarberischen Verhaltens wurden die Eigenschaften des 
Malachitgriins niher untersucht. Malachitgriin stand. (Bayer) zeigt in der Kon- 
zentration 1: 10000 in Aqua dest. einen dunkelblauen. Farbton, der zunachst auch 
im pH-Bereich von 2,5 bis 11,0 zu beobachten ist. Im stark alkalischen Medium 
triibt sich aber die Lésung allméhlich und verliert ab pH 10,5 an Farbtiefe. Die 
Farbbase wird dabei im Uberschuf gebildet und fallt teilweise kolloidal aus, 
wahrend sich die Umlagerung zur Carbinolform abspielt (Czaja 1934, 1937). Im 
stark sauren Gebiet bis pH 2,2 ist die Farblésung griin. 

Die Farblésungen lassen sich durch Na,S,O, bis zur Farblosigkeit reduzieren. 
Interessanterweise zeigen aber weder die Leukoform noch die oxydierte Stufe in 
wasseriger Lisung Fluoreszenzerscheinungen. 

Im Chromatogramm wandert der Farbstoff iiber lange Strecken mit einheitlich 
blaugriinem Farbton. Im adsorbierten Zustand am Papier ist eine schwache Blau- 
bis Griinfluoreszenz zu erkennen. Auferdem erscheint, allerdings nur in einigen 
Chromatogrammen, ein blaulich fluoreszierender Fleck unterhalb der Lésungs- 
mittelgrenze, deutlich vom iibrigen Farbstoff abgesetzt. Der Farbstoff scheint sehr 
labil zu sein und unter noch unbekannten Voraussetzungen diese schwach fluores- 
zierende Komponente abzuspaliten. 

Im Elektrophoreseversuch wandert der Farbstoff bis pH11 zur Kathode, und 
zwar um so starker, je saurer die Farblésung ist; iiber pH 11 tritt aber eine 
Wanderung zur Anode auf. 

Das von Drawert (1940) untersuchte Malachitgriin der Firma Merck zeigt 
bereits ab pH7 eine geringe Wanderungstendenz zum positiven Pol und blaftt ab 
pH8,5 aus. 

Zur Bestimmung der Lipoidléslichkeit wurden Ausschiittelungsversuche durch- 
gefiihrt. Mit Ausnahme des Chloroforms zeigt die lipophile Phase um pH2 nur 
eine sehr schwache Farbung, woraus hervorgeht, daf der Farbstoff im stark sauren 
Bereich fast vollkommen dissoziiert vorliegen diirfte. Die Basenmolekiile sind in 
Benzol und Toluol wenig, im Olivenél ab pH5 mit schwacher Fluoreszenz stairker 
léslich, entfarben sich jedoch schnell. Chloroform nimmt nach Drawert (1940) 
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eine Mittelstellung zwischen Toluol und Toluol + Olsaure ein, was bestatigt wer- 
den kann. Ab pH7,1 geht der Farbstoff quantitativ in die angesduerte lipophile 
Phase iiber. Bei pH 11,8 bleibt erneut entsprechend seiner Umladbarkeit ein Teil 
des Farbstoffes im wisserigen Medium zuriick. Auch die Ausschiittelversuche mit 
Benzol und Olivenél zeigen mit dem Auftreten der Anionen (etwa ab pH 11) einen 
deutlichen Riickgang der Lipoidléslichkeit. In der angesduerten lipophilen Phase 
tiitt keine Fluoreszenz auf. 

Die Ausschiittelungsversuche wiederholte ich mit der Leukoform des Farb- 
stoffes. Die Fluoreszenz des im lipophilen Medium gelésten Reduktionsproduktes 
entsprach dabei der des oxydierten Farbstoffes. Auch durch Reoxydation konnte 
eine starkere Lipoidléslichkeit der Leukoform, wie es von einigen anderen basi- 
schen Farbstoffen bekannt ist, nicht erwiesen werden. 


2. Brillantgriin (Bayer), Chinagriin (Chroma) und 
Solidgriin (Chroma) 
Farbeversuche: 


Brillantgriin und Chinagriin scheinen nach den durchgefiihrten Versuchen zu 
urteilen einander zu entsprechen, und Solidgriin weicht nur im Chromatogramm 
gering von diesen ab. Ferner stimmen die drei Farbstoffe in ihren farberischen 
Eigenschaften weitgehend mit Malachitgriin stand. (Bayer) iiberein. Es ist daher 
nicht erforderlich, die erhaltenen Ergebnisse im einzelnen aufzufiihren. Ich méchte 
nur auf einige Unterschiede hinweisen. ~ 

Die Zellwandfluoreszenz, die diese Farbstoffe auslésen, ist nicht so ausgepragt 
wie die bei Malachitgriin. Die Membranen der Oberepidermis fluoreszieren in den 
Lésungen von pH 3 bis 3.7 und die der Unterepidermis etwa von pH 2.6 bis 3,7. 
Schon bei pH 3,7 wechselt im Gewebe Zellwand- und Plasmafluoreszenz ab. Um 
pH 4 ist keine Membranfluoreszenz mehr zu erkennen. 

Die gefiarbten Priaparate, luftdicht unter dem Deckglas abgeschlossen, zeigen 
sofort nach Einschalien des Erregerlichtes eine leuchtend griine Cytoplasma- 
fluoreszenz. Eine blaue Fluoreszenz setzt erst allmahlich von der Mitte des Gewebes 
zu den Randzellen hin ein. Der langsame Ubergang von griinen zu blauen 
Fluoreszenzténen trifft auch fiir die Sphirosomen zu; noch nach einigen Stunden 
k6énnen sie in den Randzellen griin fluorochromiert sein. Eine hellblaue Sphiro- 
somenflucreszenz im gesamten Objekt beginnt allein durch die Reduktionskraft 
der Zellen erst nach etwa 5 Stunden Luftabschlu&. Die erforderliche Zeit ist jedoch 
von der Intensitaét der Farbung abhingig. Sie verkiirzt sich mit steigender Farb- 
stoffkonzentration im Gewebe. Sobald aber die Sphaérosomen im Lichtmikroskop 
eine griinliche Ténung erkennen lassen, tritt nach Deckglasabschlu® ohne zusiatz- 
liche Strahlenwirkung keine Fluoreszenz mehr auf. Die Zellen sind dann bereits 
geschddigt und haben die Fahigkeit zur Reduktion verloren. 

Bestrahlte oder erhitzte Farbliésungen zeigen nicht das abweichende Verhalten 
den Zellen gegeniiber, wie ich es fiir Malachitgriin beschrieben habe. 


Modellversuche: 


Im Modellversuch unterscheiden sich Brillantgriin, Chinagriin und Solidgriin 
etwas vom Malachitgriin. Die Farblésungen 1: 10000 sind im sauren Bereich bis 
pH 2,3 hellgriin, schlagen dann iiber Griin bis Blaulich (pH 2,5), Blaugriin (pH 2,9). 
Tiirkis bis Blau (pH3,3) nach Blau um. Der Umschlagspunkt ist nicht scharf ab- 
gegrenzt, er liegt zwischen pH 2,5 und 3,3. Der blaue Farbton bleibt klar erhalten, 
bis die Farbbase ab pH 5,5 zunehmend kolloidal ausfallt und dadurch im stark 
alkalischen Milieu (ab pH 10,3) die Farbliésung sich schlieBlich vollkommen ent- 
farbt. Auferdem scheinen die Farbionen lichtempfindlich zu sein, da mit steigender 
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cH die Lésungen immer schneller ausbleichen und bei pH 1,8 in kurzer Zeit wasser- 
klar sind. 

Die wisserigen Farblésungen sind fluoreszenzfrei. Werden sie mit Na,S,O, 
reduziert, so tritt in. den getriibten Lésungen ab pH 5,5 eine orange Fluoreszenz auf. 

Die Chromatogramme der Farbstoffe ahneln denen von Malachitgriin, der 
Farbton neigt jedoch mehr zum Griin, und die Léslichkeit im Aceton-Wasser- 
gemisch ist geringer. Die blaugriinen Farbstoffe werden zu langen Fahnen ausge- 
zogen und zeigen z. T. im ultravioletten Licht die charakteristisch blauschim- 
mernde Komponente unterhalb der Lésungsmittelfront. Im Chromatogramm von 
Solidgriin erscheint die Spitze der Farbstoffahne wie abgebrochen, es gelingt je- 
doch vielfach, auch bei Chinagriin und Brillantgriin durch Kochen ihrer Lésungen 
sie in dieser Form darzustellen. Der Unterschied der Farbstoffe kann demnach nur 
unwesentlich sein. 

Im Elektrophoreseversuch verhalten sich die Farbstoffe auch dem Malachitgriin 
ahnlich. 

Die Verteilung von Chinagriin, Brillantgriin und Solidgriin zwischen zwei 
nicht mischbaren Phasen im Ausschiittelversuch zeigt eine gewisse Ubereinstim- 
mung mit dem Malachitgriin. Sehen wir von der Ausschiittelung mit Chloroform 
ab, so sind deutlich bis zum Umschlagspunkt der Farbstoffe (pH 2,5—3,3) gelbgriine 
Kationen vorhanden, welche unléslich in Benzol, Toluol und Olivenél sind. Jedoch 
scheinen schon bei pH 1,9 Molekiile aufzutreten, die in das angesauerte lipophile 
Medium, aber auch in Benzol, Toluol und Chloroform iibergehen, Die quantitative 
Ausschiittelung mit Olivenél ab pH7 deutet darauf hin, daf nunmehr vor allem 
Basenmolekiile in der Farblésung vorliegen. 

Die Leukoformen der Farbstoffe zeigen in den hydrophoben Medien geldst 
keine stirkere Fluoreszenz als die oxydierten Stufen. 


3. Setocyanin (Bayer) 
Farbeversuche: 


Mit Setocyanin farben sich in den Oberepidermen von Allium cepa, im Licht- 
mikroskop sichtbar, ab pH4 Zellkerne und Cytoplasma hellgriin bis blaugriin. 
Vielfach sind auch die Leukoplasten in dem Farbton des Cytoplasmas getént. Im 
alkalischen pH-Bereich wechseln im Gewebe Cytoplasma- und deutliche Vakuolen- 
farbung miteinander ab. 

Mit Beginn der Anfarbung setzt eine schwache Vakuolenkontraktion ein, die 
mit fallender cH zunimmt. Ab pH 6 zeigen alle Zellen stairkere Kontraktion. 

Eine Fluoreszenz der Oberepidermis ist ab pH 3,5 zu beobachten, schon bevor 
eine lichtmikroskopische Farbung zu erkennen ist. Die zunachst griine Cytoplasma- 
und Kernfluoreszenz schlagt durch die Bestrahlung nach Hellblau um und geht nach 
einiger Zeit etwas zuriick. Besonders intensiv leuchtet das Cytoplasma in den ge- 
quollenen Zwickeln. Nach langerer Bestrahlung setzt ab pH 4 eine schwache hell- 
blaue Spharosomenfluoreszenz ein, die wiederum in der Nihe der Zellkerne die 
gréRte Leuchtkraft erreicht. Gleich den Farbungen mit anderen Triphenylmethan- 
farbstoffen lassen sich im Fluoreszenzlicht auch hier zwei in der GréRe differierende 
Spharosomenformen unterscheiden. 

Wie die Zellkerne zeigen auch die geténten Plastiden eine hellblaue Fluoreszenz. 
die im Lichtmikroskop gefarbten Vakuolen leuchten schwach tiirkis. 

In der Unterepidermis ruft Setocyanin, unabhingig vom pH-Wert der Farb- 
lésung eine Vakuolenfirbung hervor. Einige Zellsaftraume nehmen dabei einen 
blauen Farbton an wie die der Oberepidermis, meist ist jedoch eine schwach gelb- 
griine Farbung zu beobachten. 
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Im ultravioletten Licht fluoresziert das Cytoplasma gleich dem der Ober- 
epidermis. Die Sphirosomen leuchten nur schwach. 

Die in 70% Alkohol und 4% Formalin fixierten Oberepidermiszellen spei- 
chern den Farbstoff im Cytoplasma und in den Zellkernen mit blauem Farbton. 
Die Nukleoli heben sich deutlich stirker gefirbt ab. Eine lange Bestrahlungszeit 
ist erforderlich, bis das Cytoplasma, die Zellkerne und die Sphirosomen zunachst 
griin, dann blau fluoreszieren. 

Durch Oxydationsmittel, wie Wasserstoffsuperoxyd und _ sauerstoffhaltiges 
Leitungswasser, ist die Sphaérosomenfluoreszenz augenblicklich léschbar und tritt 
nach langerer Bestrahlung wieder auf. Die Fluoreszenz des fixierten Materials er- 
lischt. unabhangig vom Fixationsmittel, nach Einwirkung von H,O, oder H,O iiber 
griine Tone schlieBlich vollkommen. Nur durch DeckglasabschluB allein kann mit 
Setocyanin keine Spharosomenfluoreszenz erzielt werden. Das Cytoplasma zeigt 
aber nach etwa zweistiindigem Luftabschlu8 eine strahlend hellblaue Fluoreszenz. 


Modellversuche: 


Die Farblésungen des Seitocyanins (1 : 10000) sind im pH-Bereich von 2,1 bis 
10.8 blau und zeigen bei pH 11 einen Umschlagspunkt nach Griin iiber Blaugriin. 
Ab pH 11,5 geht die Lésung langsam in gelbgriine Téne iiber und triibt sich 
schwach. Die wisserigen Liésungen und ihre farblosen Reduktionsstufen sind ohne 
Fluoreszenzerscheinungen. 

Das Chromatogramm des Farbstoffes zeigt eine blaue fluoreszenzfreie Kom- 
ponente und als Charakteristikum aller untersuchten Triphenylmethanfarbstoffe 
tritt ab und zu der im UV schwach hellblau leuchtende Fleck unterhalb der 
Lésungsmittelfront auf, der im Tageslicht farblos ist. Der Léslichkeitsgrad des 
Setocyanins im Aceton-Wassergemisch entspricht etwa dem des Malachitgriins. 

Im elektrischen Feld wandert Setocyanin nur kleine Strecken. Eine Umladbar- 
keit, wie es die anderen uniersuchten Triphenylmethanfarbstoffe zeigen, ist nicht 
festzustellen. 

In den Ausschiittelungsversuchen geht der Farbstoff ab pH3,5 mit schwach 
blaulicher Fluoreszenz z. T. in die lipophile Phase. Die Vitalfirbung des Cyto- 
plasmas und der Zellkerne, die erst ab pH 3,5—4 einsetzt, enispricht der Léslich- 
keit des Farbstoffes im neutralen lipophilen Lésungsmittel. Die hellblaue Fluoreszenz 
der Zellbestandteile kann mit der des gelésten Farbstoffes im lipophilen Medium 
verglichen werden. 

Die Leukoform des Farbstoffes ruft, ausgeschiittelt mit Benzol oder Toluol in 
der hydrophoben Phase eine hellblaue Fluoreszenz hervor, die etwas intensiver ist 
als die der oxydierten Stufe. Die Reoxydation im Lésungsmittel zeigt im Vergleich 
zu den bisher untersuchten Farbstoffen eine staérkere Anreicherung der Leukoform 
in der lipophilen Phase. 


4. Viktoriablau B (Griibler) 


Farbeversuce: 


Viktoriablau B und Viktoriablau 4R gehéren zu den Triphenyltriaminomethan- 
farbstoffen. Grundlegende Unterschiede in ihrem farberischen Verhalten ergeben 
sich im Vergleich zu den behandelten Triphenyldiaminomethanfarbstoffen durch 
die dritte Aminogruppe nicht. 

Viktoriablau B von Hollborn zeigt nach Drawert (1940) bis pH2 keine An- 
farbung der Oberepidermis von Allium, im starker alkalischen Milieu wird es 
jedoch in einigen Zellen in Cytoplasma und Kern, in anderen in den Vakuolen 
gespeichert. Mit dem von mir benutzten Praparat von Griibler ist eine Diachro- 
mierung der Oberepidermis schon ab pH 1,6 méglich; mit fallender cH nimmt die 
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Blaufarbung zu. Auch die Plastiden nehmen vielfach blauliche Téne an. Eine 
Vakuolenfarbung, wie sie Drawert (1940) fiir das Praparat von Hollborn 
erwahnt, konnte ich nicht beobachten. In den Zellen tritt nach der Anfarbung — 
vergleichbar mit Setocyanin — eine starke Vakuolenkontraktion auf. 

Die Eigenfluoreszenz der Zellen erlischt durch die Farbung mit Viktoriablau B; 
jedoch zeigt sich nach kurzer Bestrahlung im ultravioletten Licht eine blaugriine 
und dann ins Blauviolett umschlagende Cytoplasma- und Kernfluoreszenz. Nach 
kurzer Zeit beginnen auch, je nach der Farbstoffkonzentration in den Zellen, die 
Sphérosomen mit zunehmender Intensitaét zu leuchten. Da die Fluoreszenz der 
Spharosomen mit Viktoriablau viel intensiver ist als die mit den bisher be- 
schriebenen Triphenylmethanfarbstoffen, tritt besonders deutlich deren Gréfen- 
unterschied hervor. Wahrend der Bestrahlung leuchten die grofen Spharosomen 
zuerst auf und nehmen — wohl scheinbar — an Umfang zu, dann tauchen die 
kleineren aus dem Dunkel der Zellen auf. Die kleineren Granula treten in Viel- 
zahl auf und bleiben an der Grenze der mikroskopischen Sichtbarkeit. Bei lin- 
gerer Bestrahlung sind beide Gréfen lange nebeneinander gut zu beobachten, ohne 
sich zu vermehren oder zu verringern. Aneinandergelagerte Spharosomen, die den 
Anschein einer Teilung erwecken kénnten, fand ich in den vitalen Praparaten nicht. 
Ich méchte danach annehmen, daf auch in den ungefarbten und unbestrahlten 
Zellen zwei GréRenordnungen von Sphiarosomen vorliegen, wie sie auch Drawert 
(miindliche Mitteilung) bei Fluorochromierungen mit Nilblau beobachtet hat. Da 
die kleineren Sphérosomen der Allium-Zellen im ultravioletten Licht nur einen 
sehr geringen Durchmesser haben, ist es allerdings schwer zu entscheiden, ob es 
sich um primére oder sekundire Gebilde handelt. 

Die Unterepidermis von Allium zeigt im Lichtmikroskop keine Anfarbung 
mit Viktoriablau B. Nach langerer Bestrahlung beginnen aber im UV die Sphiro- 
somen schwach zu leuchten. 

In der fixierten Oberepidermis sind Cytoplasma und Zellkerne kraftig blau 
gefarbt. Nachfolgende Einwirkung des kurzwelligen Lichtes ruft diffuse Cyto- 
plasma- und kraftige Sphirosomenfluoreszenz hervor. 

Die mit Viktoriablau B erzielte Fluoreszenz der Spharosomen ist mit Leitungs- 
wasser und Wasserstoffsuperoxyd augenblicklich léschbar. Nach erneutem Auf- 
treten kann im allgemeinen eine Léschung ein zweites Mal mit Oxydationsmitteln 
nicht mehr erzielt werden. 

Nach einem Deckglasabschlu8 stellt sich bei den lebenden gefarbten Objekten 
schon nach wenigen Minuten die hellblaue diffuse Cytoplasmafluoreszenz ohne Mit- 
hilfe des kurzwelligen Lichtes ein. Die Fluorochromierung der Spharosomen ist 
unter diesen Bedingungen nach etwa 1 bis 1% Stunden zu beobachien. Da die 
Zellen einen Teil des Farbstoffes in seine Leukoform iiberfiihren, und diese weni- 
ger giftig als das Oxydationsprodukt ist, bleiben die Zellen unter Luftabschlu® 
mehrere Tage am Leben. 


Modellversuche: 


Die wisserigen Lésungen von Viktoriablau B (1: 10000) sind von pH 2—7 
dunkelblau bis violett gefirbt; mit fallender cH nehmen die Lésungen mehr 
dunkelviolette Téne an (pH 8—9), die sich im starker alkalischen Milieu (ab pH 9,4) 
immer mehr nach Dunkelviolett bis Dunkelrot verschieben. Bei pH 11,5 fallt die 
Farbbase z. T. aus. Ohne scharf begrenzte Umschlagspunkte nehmen also mit 
steigendem pH-Wert die roten Farbténe zu. Die Farblésungen sind fluoreszenzfrei. 

Durch Zusatz von Na,S,O, verlieren die Lésungen ihre kraftige Farbung, die 
reduzierie Stufe ist aber nicht véllig farblos. Auch nach Reduktion des Farbstoffes 
zeigen die Lésungen keine Fluoreszenz. 
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Das Chromatogramm von Viktoriablau B unterscheidet sich nicht wesentlich 
von dem der anderen Triphenylmethanfarbstoffe, Der Farbstoff laRt sich mit ver- 
schiedenen Lésungsmitteln zu einer langen Fahne ausziehen, ohne sich vom Start- 
punkt abzusetzen. Die blaue Komponente bleibt ohne Fluoreszenz, dagegen er- 
scheint auch hier der schwach hellblau fluoreszierende Fleck kurz unterhalb der 
Lésungsmittelfront. Nicht in jedem Chromatogramm hebt sich dieser im UV ab, er 
tritt jedoch haufiger auf als in den Chromatogrammen der anderen von mir unter- 
suchten Farbstoffe. 

Die Ergebnisse der Elektrophoreseversuche mit dem von mir benutzten Viktoria- 
blau B-Priaiparat von Griibler weichen von denen, die Drawert (1940) mit einem 
Praparat von Hollborn erzielt hat, stark ab. In durchschnittlich 26 Stunden zeigt 
der von mir verwendete Farbstoff bis pH 2,8 eine geringe Verschiebung zur 
Kathode, von pH 3—10,5 jedoch keine Wanderung, wahrend er bei stark alkalischer 
Reaktion (pH 11—11,5) zur Anode tendiert. Das Farbstoff-Praparat von Hollborn 
wandert nach Drawert von pH 2—5,5 zur Kathode, und im Bereich von pH 7— 
11,5 ist keine eindeutige Wanderung mehr zu beobachten. Auch aus den Aus- 
schiittelversuchen geht hervor, daf es sich bei den beiden Praparaten nicht um 
chemisch identische Substanzen handeln kann. 


Nach Drawert (1940) ist Viktoriablau B (Hollborn) von pH5—11 in Toluol, 
ab pH3 in Chloroform und ab pH2 im angesauerten Toluol quantitativ léslich. 
Viktoriablau B von Griibler tritt jedoch nach meinen Untersuchungen in keinem 
Falle vollstindig in die lipophile Phase’ iiber. 

Die durch Zusatz von Na,S,O, reduzierte Liésung fluoresziert in Benzol oder 
Toluol gelést kraftig hellblau. Diese Fluoreszenz in der lipophilen Phase ist in den 
Ausschiittelversuchen bereits bei pH 1,6 zu beobachten und erweist sich als unab- 
hangig vom pH-Wert der wisserigen Phase, waihrend der oxydierte Farbstoff in 
der lipophilen Phase (Benzol) erst bei pH 6 eine Fluoreszenz aufweist, die langsam 
mit steigendem pH-Wert zunimmt. Ferner besitzt die reduzierte Stufe des Farb- 
stoffes eine stairkere Lipoidléslichkeit als die oxydierte. 

Interessant ist das Verhalten des Farbstoffes in Leitungswasser, Nach vorsichti- 
ger Erwarmung der Lésung fallt ein Teil des Farbstoffes in Form eines blauen 
Niederschlages aus. Bei weiterem Erhitzen oder Kochen geht der restliche violette 
Teil in einen unléslichen Zustand iiber. Nach Versuchen von Czaja (1934) kann 
angenommen werden, da® der Farbstoff unterschiedliche Teilchengréfe aufweist 
und zuerst die gréberen Partikel mit blauer Farbe, anschlieBend die feineren 
violetten Teilchen ausfallen. 


5. Viktoriablau 4R (Griibler) 
Farbeversuche: 


Im farberischen Verhalten weist Viktoriablau 4R nur geringe Unterschiede zu 
Viktoriablau B auf. Die Oberepidermis von Allium speichert den Farbstoff in 
Cytoplasma und Zellkernen im untersuchten pH-Bereich von 1,6—11,8 mit schwach 
violettem Farbton, die Plastiden zeigen z. T. eine griinblaue Ténung. Vakuolen- 
kontraktion tritt nur geringfiigig und unregelmafig auf. Durch die Anfarbung 
wird die Eigenfluoreszenz der Zellen geléscht. Im ultravioletten Licht setzt schnell 
eine hellblaue Cytoplasma- und Sphiarosomenfluoreszenz ein. Wahrend die 
Spharosomen durch die Bestrahlung immer starker zu leuchten beginnen, verliert 
die Cytoplasmafluoreszenz an Intensitit. 


Die Unterepidermis von Allium sowie fixierte Zellen verhalten sich Viktoria- 
blau 4R gegeniiber wie Viktoriablau B. 
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Modellversuche: 


Die Lésung von Viktoriablau 4R in der Verdiinnung von 1 : 10000 ist im Be- 
reich pH 2—11,5 dunkelblau bis violett und zeigt keine Fluoreszenz. Die wasserige 
Lésung des reduzierten Farbstoffes ist ebenfalls fluoreszenzfrei. 


Das Chromatogramm von Viktoriablau 4R weist deutliche Unterschiede zu dem 
des Viktoriablau B auf. Im Tageslicht werden zwei Komponenten gemeinsam vom 
Lésungsmittel zu einer langen Fahne ausgezogen. Am Startpunkt und an der Spitze 
der Fahne erscheint der hellblaue Anteil, er wird im Mittelstiick von der violetten 
Komponente iiberdeckt. Der hellblaue Farbstoffanteil kénnte dem Viktoriablau B 
entsprechen. Auferdem zeigt Viktoriablau 4R den charakteristischen schwach 
fluoreszierenden Fleck, von den anderen Komponenten deutlich abgesetzt. 

Die Ergebnisse der Elektrophoreseversuche gleichen weitgehend denen, die ich 
mit Viktoriablau B erzielte. In Lésungen von pH 3—10,5 findet in durchschnittlich 
26 Stunden im allgemeinen keine Wanderung statt. In wenigen Ausnahmen wird 
die hellblaue Komponente eine unbedeutende Strecke zur Kathode ausgezogen, 
wobei der violette Anteil am Startpunkt sitzen bleibt. Im stark alkalischen Bereich 
(pH 11,5) zeigt der Farbstoff im gesamten eine schwache Wanderung zur Anode. 


Die in den Elektrophoreseversuchen angedeutete Umladbarkeit des Farbstoffes 
wird durch die Ergebnisse der Ausschiittelversuche bestatigt; denn die Lipoidlés- 
lichkeit zeigt keine kontinuierliche Zunahme mit fallender cH, sondern ein Optimum 
im mittleren pH-Bereich. 

Die Leukoform von Viktoriablau 4R zeigt, wie bei Viktoriablau B, starkere 
Lipoidléslichkeit als der oxydierte Farbstoff. In den hydrophoben Medien gelist 
fluoresziert der Farbstoff hellblau. 


6. Astrazonorange R (Bayer) 
Farbeversuche: 


Der Hemicyaninfarbstoff Astrazonorange R steht in seinen farberischen Eigen- 
schaften den Triphenylmethanfarbstoffen nahe. Im lichtmikroskopischen Bild zeigt 
die Oberepidermis im stark sauren Medium noch keine Farbung. Ab pH3,4 tritt 
eine zunichst sehr schwache orange Cytoplasma- und Kernfiarbung auf, deren 
Intensitaét aber mit fallender cH langsam zunimmt. 

Sofort beim Einschalten des ultravioletten Lichtes fluoresziert ab pH3 die Zell- 
membran leuchtend griingelb. Diese Fluoreszenz nimmt mit fallender cH ab und 
erlischt etwa bei pH 10,8. Daneben ist sofort, im ganzen untersuchten pH-Bereich, 
eine gelbgriine Fluoreszenz des Cytoplasmas und der Zellkerne zu beobachten. 
Unter Einwirkung der hohen Strahlungsintensitat der Quecksilberhéchstdrucklampe 
nimmt das Cytoplasma blaugriine Fluoreszenzténe an und die Sphairosomen be- 
ginnen in der gleichen Farbe zu leuchten. Je mehr Farbstoff von den Zellen ge- 
speichert worden ist, desto schneller tritt auch hier die Spharosomenfluoreszenz 
auf. Das fixierte Material zeigt nach Anfarbung zwar eine gelbgriine Kern-. 
Cytoplasma- und Membranfluoreszenz, die Sphirosomen leuchten jedoch nicht auf. 
Auch nach langer Einwirkung des kurzwelligen Lichtes andert sich das Bild nicht. 
Die durch Uberfarbung geschadigten Gewebe verhalten sich wie die fixierten Ob- 
jekte. 

Die durch Astrazonorange hervorgerufene Sphiarosomenfluoreszenz ist sauer- 
stoffempfindlich, wie ich es fiir alle bisher behandelten Farbstoffe beschrieben habe. 
Beim Aufheben des Deckglases oder Hindurchsaugen einer oxydierenden Fliissig- 
keit erlischt sie rasch und der im Cytoplasma gespeicherte Farbstoff wird reoxy- 
diert. Langsam kann unter Einflu® des kurzwelligen Lichtes die Spharosomen- 
fluoreszenz wiederum auftreten, zundchst mit griiner Strahlung, die allmahlich. 
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wie die des Cytoplasmas in blaugriine Téne iibergeht. Ein zweites Mal reagieren 
die Sphiérosomen vielfach nicht mehr mit Fluoreszenzléschung. 

Sphirosomenfluoreszenz allein durch die Reduktionskraft der unter anaeroben 
Bedingungen gehaltenen Zellen zu erzielen, war bei diesem Farbstoff ebenso wie 
bei Setocyanin nicht méglich. Nach tagelangem Abschlu& des Objektes durch 
das Deckglas blieben zwar bei mafiger Anfirbung die Zellen am Leben, aber 
zur Fluorochromierung der Sphirosomen zeigte sich die Wirkung der kurzwelligen 
Strahlung stets erforderlich. 


Modellversuche: 


Die Lésungen von Astrazonorange R (1:10000) sind im untersuchten cH- 
Bereich orange gefarbt. Im stark alkalischen Milieu (ab pH 10,9) fallt ein Teil des 
Farbstoffes allmahlich aus. Fluoreszenzerscheinungen treten weder in den ge- 
farbten, noch in den bis zur Farblosigkeit reduzierten Lésungen auf. 

Im Chromatogramm lat sich der Farbstoff nicht zerlegen. Gekochte und be- 
strahlte Liésungen weisen keine Anderung auf. Der im Filtrierpapier oder im 
Zellulosepulver adsorbierte Farbstoff fluoresziert intensiv gelb. 

Bis in den alkalischen Bereich wandert das Astrazonorange R nur schwach zur 
Kathode. In stark alkalischem Gebiet ist die Wanderung nicht mehr eindeutig, es 
scheint aber bei pH 11,2 eine schwache Tendenz zur Anode vorzuliegen. 

Ab pH 4 la&t sich das Astrazonorange R mit angesiuertem Toluol quantitativ 
ausschiitteln. Auch im Olivenél nimmt die Léslichkeit ab pH 4 stark zu. In Benzol 
und Toluol ist das Astrazonorange R bedeutend schlechter léslich. Die Léslichkeit 
des Farbstoffes im Olivenél entspricht am besten der Farbung der Oberepidermis, 
die erst um pH 4 einsetzt. 

Die hellblaue Fluoreszenz, die Astrazonorange R im Benzol gelést zeigt, andert 
sich mit der Reduktion des Farbstoffes nicht. 


7. Bindschedlers Griin (Bayer) 


Farbeversuche: 


Bindschedlers Griin ist chemisch ein einfaches Indamin. Die Gemeinsamkeit mit 
den anderen behandelten Farbstoffen liegt in seiner Eigenschaft, eine Fluoreszenz 
der Sphérosomen zu bewirken. 

Die Diachromierung der Oberepidermis von Allium cepa setzt erst bei pH7 
ein und zwar zeigt hier das Cytoplasma keine Anfirbung, sondern mit Erhéhung 
des pH-Wertes der Lésung wird der griine Farbstoff in steigendem Mafe von der 
Vakuole aufgenommen. 

Erst die Fluoreszenzanalyse enthiillt weitere Farbungsorte. Im ultravioletten 
Licht ist vom IEP der Zellwand an eine deuilich griine bis gelbgriine Membran- 
fluoreszenz zu beobachten, die mit fallender cH des Aufenmediums an Intensitit 
abnimmt und zwischen pH 6,1 und 6,4 erlischt. Die Bestrahlung ruft bei Farbungen 
oberhalb von pH3,5 eine hellblaue Cytoplasma- und Kernfluoreszenz, schlieflich 
auch eine schwache Sphirosomenfluoreszenz hervor. Im stark sauren Milieu ist kein 
Farbstoff in den Zellen nachzuweisen. Der in den Vakuolen gespeicherte Farbstoff 
zeigt keine Fluoreszenz. 

Die Unterepidermis von Allium verhalt sich Bindschedlers Griin gegeniibér wie 
die Oberepidermis. Einige Zellen zeigen auferdem im Lichtmikroskop eine Griin- 
farbung von kleinen Trépfchen. Diese bilden sich offenbar in leicht geschadigten 
Zellen und sind als Degenerationsprodukt anzusehen. Ihr Durchmesser betragt 
meist ein Vielfaches von dem der Sphiarosomen: sie sind wie diese stark licht- 
brechend. Eine Unterscheidung der Kérper ist nur auf Grund der Gréfendiffe- 
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renzen méglich. Auch nach langer Bestrahlung mit kurzwelligem Licht konnte keine 
Fluorochromierung der im Hellfeld gefarbten Tropfen erzielt werden. 

Das in Formalin fixierte Material bleibt im Hellfeld ungefarbt, ultraviolettes 
Licht ruft nach langerer Einwirkungszeit schwache hellblaue Cytoplasma- und 
Sphiérosomenfluoreszenz hervor. 

Auch die durch Bindschedlers Griin ausgeléste Sphirosomenfluoreszenz ist 
sauerstoffempfindlich und kann unter den gleichen Bedingungen, wie ich sie fiir 
die anderen Farbstoffe anfiihrte, geléscht werden. 

Mit Setocyanin und Astrazonorange R hat Bindschedlers Griin die ausge- 
sprochen schwache Sphirosomenfluoreszenz gemeinsam und zeigt wie diese keine 
Spharosomenfluoreszenz ohne langere Einwirkung des kurzwelligen Lichtes. Die 
Zelle allein ist also auch unter anaeroben Bedingungen nicht in der Lage, den Farb- 
stoff so weit zu veriandern, daf eine Sphirosomenfluoreszenz auftritt. 


Modellversuche: 


Die Lésung von Bindschedlers Griin in Aqua dest., in einer braunen Flasche 
aufbewahrt, zersetzt sich innerhalb weniger Tage. Die frische Lésung in der Kon- 
zentration 1: 10000 ist im stark sauren Gebiet (pH 1,9) blaugriin und geht dann 
allmahlich in griine Téne iiber (pH 3,6). Der griine Farbton bleibt bis pH 9,5 er- 
halten und zeigt dann, zwischen pH 9,6 und 9,9, einen zweiten Umschlagspunkt 
nach Tintenblau. 

Im Chromatogramm treten viele Komponenten auf, die jeweils eine sehr 
schwache Fluoreszenz aufweisen. Bisher ist es mir aber nicht gelungen, diese 
Komponenten scharf voneinander zu trennen. Am Startpunkt bleibt die braune 
Zersetzungskomponente zuriick, es schlieRt sich eine gelbe (mit gelblicher Fluo- 
reszenz), eine violette bis blaue (mit rétlicher Fluoreszenz) und eine mittel- bis 
gelbgriine (mit blaulicher Fluoreszenz) an. Sie gehen alle mehr oder weniger inein- 
ander iiber. Die kriaftigsten Komponenten sind die gelbe und die griin- bis gelb- 
griine. Der zersetzte braune Farbstoff nimmt mit dem Alter der Lésung zu und 
bleibt schlieBlich alleine iibrig. Die Lésung von Bindschedlers Griin ist sehr labil 
und gibt bei differenter Behandlung die unterschiedlichsten Chromatogramme. 
Durch Kochen kann die Zersetzung der Lisung wesentlich beschleunigt werden. Je 
nach der Kochzeit in Aqua dest. erhalt man sehr unterschiedliche Ergebnisse. Nach 
5stiindiger Kochzeit bewirkt die Farbstofflésung im Vitalfarbungsversuch noch eine 
schwache Sphirosomenfluoreszenz in der Oberepidermis, nach 8stiindigem Kochen 
ist der Farbstoff so weit veraindert, daf nur noch die Membranen fluorochromiert 
werden kénnen. Das Chromatogramm zeigt im letzten Fall, wie auch nach Erhitzen 
in Leitungswasser, als Hauptkomponenten unterhalb der Lésungsmittelfront einen 
kraftig blauen und einen roten Fleck, beide gut voneinander abgesetzt. Sind diese 
Komponenten vorherrschend iiber die gelben und griinen Téne, so ist der Farbstoff 
nicht mehr zur Fluorochromierung der Sphirosomen befihigt. Abgesehen von der 
braunen Zersetzungsform sind alle im Chromatogramm auftretenden Komponenten 
stark lichtempfindlich und blassen allméhlich aus. 

Durch die Kapillaranalyse kann, wie es Gutz (1956) fiir Nilblau beschreibt, 
der unterschiedliche Zersetzungsgrad des Farbstoffes gut und schnell erfaft werden. 
Die frische Lésung zeigt im Filtrierpapier einen griinen Fleck mit gelber Fluo- 
reszenz des Zentrums. Wird der Farbstoff eine Stunde in Aqua dest. gekocht, so 
dindert sich die Fluoreszenz des Mittelpunktes nach Rot, nach 2 Stunden Kochzeit 
zum Rotbraun bis Braun. Die zunehmende Zersetzung ist an der jeweiligen Fluo- 
reszenz des Zentrums zu erkennen. Die vollkommen zersetzte Lésung gibt keine 
Fluoreszenz mehr und firbt die Zellen auch nicht mehr an. Sie wandert weder im 
Chromatogramm noch im elektrischen Feld. 





574 Waldtraut Kuttig 


Versuche zur Isolierung einzelner Komponenten des Chromatogramms, um 
damit die Epidermen anzufirben, verliefen ergebnislos. Trotz vielfacher Kon- 
zentrierung der gewonnenen Lésungen konnte keine Farbung erzielt werden. 
Weitere Versuche hielt ich auch insofern fiir zwecklos, weil die eluierten Frak- 
tionen durch Farbwechsel chemische Anderungen anzeigten, deren Natur nicht zu 
iibersehen war. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit von Bindschedlers Griin im Elektrophorese- 
versuch ist um ein wesentliches gréRer als die der plasmafarbenden Farbstoffe. Diese 
Tatsache deutet auf einen héheren Dissoziationsgrad von Bindschedlers Griin. Die 
Wanderungsrichtung zur Kathode bleibt im ganzen untersuchten pH-Bereich er- 
halten. Die griine Komponente lauft voraus und, laRt eine gelbe hinter sich; eine 
scharfe Trennung erfolgt nicht. 

Im Ausschiittelversuch geht Bindschedlers Griin erst bei stark alkalischer Reak- 
tion aus der wasserigen Phase fast quantitativ in die hydrophobe iiber. 

Der reduzierte Farbtoff weist in Benzol gelést nur eine geringe Fluoreszenz- 
erhéhung im Vergleich zu der Oxydationsstufe auf. 


8 Vergleichsuntersuchungen mit verschiedenen Objekten 


Zur Nachpriifung der erhaltenen Ergebnisse an Allium-Epidermen wurden 
noch einige weitere Objekte mit den besprochenen Farbstoffen vital gefarbt. Hefe- 
zellen zeigten in einer Farblésung 1 : 10000 in Leitungswasser nach etwa 3 Minuten 
Farbezeit im Tageslicht keine Anfarbung, jedoch konnte eine hellblaue Granula- 
fluoreszenz im ultravioletten Licht bei allen gepriiften Farbstoffen beobachtet wer- 
den. Luftzutritt brachte augenblicklich die Fluoreszenz zum Erléschen. In den 
chlorophyllfiihrenden Zellen der Blattchen von Funaria hygrometrica konnte da- 
gegen nie eine Spharosomenfluoreszenz erzielt werden. Bei Helodea densa trat nur 
in Ausnahmefallen in den chlorophyllarmen Zellen der Blattzaéhnchen eine schwache 
Spharosomenfluoreszenz auf, wahrend die hochgradig strahlungsempfindlichen 
Chloroplasten vom Rand zur Zellmitte fortschreitend eine starke Schadigung er- 
kennen lieBen. Dabei schlug die rote Fluoreszenz der Chloroplasten nach Gelb um. 


IV. Besprechung der Ergebnisse 


Die von mir untersuchten Farbstoffe lassen sich in zwei Gruppen ein- 
teilen. Die eine Gruppe verhalt sich wie das Janusgriin B, d. h. ein Deck- 
glasabschlu& und damit ein Sauerstoffmangel reicht aus, um den Farbstoff 
durch die Lebenstitigkeit der Zelle, wahrscheinlich auf dem Wege einer 
Reduktion, so zu verandern, dafB es zu einer Fluorochromierung der 
Sphirosomen kommt. Mit der zweiten Gruppe, den Farbstoffen Setocyanin, 
Astrazonorange R und Bindschedlers Griin kann dagegen allein durch 
einen Sauerstoffmangel keine Sphiarosomenfluoreszenz ausgelést werden. 
Sehr wahrscheinlich ist fiir diese Farbstoffe die Reduktionskraft der Zelle 
zu gering. Erst unter der Wirkung der kurzwelligen Strahlen tritt auch 
hier eine Fluoreszenz der Spharosomen auf. Ein ahnliches Verhalten be- 
schreibt Drawert (1953) fiir Berberinsulfat. 

Ob hier die Strahlen direkt auf den Farbstoff wirken oder ob durch die 
Bestrahlung der Stoffwechsel der Zelle so beeinfluRt wird, daf sie jetzt 
doch in der Lage ist, eine Reduktion des Farbstoffes durchzufiihren, laRt 
sich noch nicht sagen. Die sofortige Léschung der Fluoreszenz bei Sauer- 
stoffzugabe lat es als sehr wahrscheinlich erscheinen, da dem ganzen 
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Vorgang Reduktionsprozesse zugrunde liegen. Andererseits ist es aber 
auch vom Neutralrot bekanni, daf die kurzwelligen Strahlen den Farb- 
stoff direkt angreifen und chemisch verandern (Drawert und Metzner 
1956). Auch aus meinen Versuchen mit Malachitgriin geht hervor, da man 
mit chemischen Anderungen des Farbstoffes durch die Bestrahlung rech- 
nen muff. Ferner deutet die Méglichkeit der Auslésung einer Sphairosomen- 
fluoreszenz in gefarbten toten Zellen durch eine Bestrahlung ebenfalls auf 
eine direkte Strahlenwirkung auf den Farbstoff. Mit Veranderung zell- 
eigener Stoffe muf in diesem Fall aber auch gerechnet werden. 

Bei den bisher untersuchten basischen Farbstoffen, die zu einer Fluoro- 
chromierung der Spharosomen befahigt sind, handelt es sich vorwiegend 
um ,,Plasmafiarber“, also: Farbstoffe mit geringer Dissoziation in der was- 
serigen Lésung und damit verbunden einem hohen Lipophiliegrad. Aus- 
nahmen davon machen nur Nilblau und Bindschedlers Griin, die mehr zu 
den ,Zellsaftfarbern* (Drawert 1956) gehéren. Nilblau steht aber an 
der Grenze dieser beiden Farbstofftypen, da es gelegentlich auch Plasma- 
und Kernfarbungen bedingen kann. Auferdem enthalt es immer das stark 
lipoidlésliche Nilrot, und auch die reduzierte Form des Nilblaus ist be- 
deutend lipophiler als die oxydierte (G ut z 1956). Auch von Bindschedlers 
Griin ist die Leukoform etwas starker als die oxydierte Stufe in neutralen 
lipophilen Medien léslich und diese Form fluorochromiert auch das Plasma. 

In den Modellversuchen erwiesen sich auch von einem Teil der anderen 
von mir untersuchten Farbstoffe die reduzierten Formen lipoidléslicher als 
die oxydierten. Eine Ausnahme davon machten Malachit-, Brillant-, China-, 
Solidgriin und Astrazonorange R, deren Leukoformen keine starkere 
Lipoidldslichkeit als ihre Oxydationsprodukte zeigten. Aber auch mit die- 
sen Farbstoffen liefen die Sphairosomen im lebenden Objekt nie eine Hell- 
feldfarbung erkennen. Es ist aber damit noch nicht gesagt, daf sie keinen 
Farbstoff aufgenommen haben. Die Kleinheit der Kérperchen erschwert 
das Erkennen einer schwachen Farbung. 

Allen von mir untersuchten Farbstoffen ist aber gemeinsam, daf nach 
einer Anfarbung der lebenden Zellen und anschlieRender Bestrahlung zu- 
nachst immer eine Fluoreszenz des Cytoplasmas auftritt, und erst wenn 
diese schon etwas zuriickgeht, beginnen auch die Spharosomen zu leuchten. 
Diese zeitlichen Differenzen der Fluorochromierung werden noch deutlicher 
bei den Farbstoffen, die von der Zelle bereits ohne Mitwirkung der kurz- 
welligen Strahlen reduziert werden kénnen. Hier strahlt das Cytoplasma 
nach einem Deckglasabschluf bereits nach wenigen Minuten zuerst ein 
griines, dann ein blaues Fluoreszenzlicht aus. Die Spharosomen beginnen 
erst nach Stunden zu leuchten. ; 

Bemerkenswert ist weiterhin, daf die Sphairosomenfluoreszenz im all- 
gemeinen, entsprechend den Beobachtungen von Drawert (1953) mit 
Berberinsulfat, zuerst iiber den Zellkernen erscheint. 

Aus diesen Tatsachen méchte ich schlieRen, daf nicht die Sphairosomen 
als Reduktionsorte aufzufassen sind, sondern daf sie erst sekundar die 
Reduktionsprodukte anlagern oder speichern. Der Beginn der -Sphiaro- 
somenfluoreszenz in der Nahe des Zellkerns kénnte daraufhin deuten, 
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daff dem Kern bei den Reduktionsvorgangen in der Zelle eine besondere 
Rolle zukime. Es kénnen aber auch Zellorganelle, die nicht selten in Kern- 
nahe zu finden sind, wie Mitochondrien und Leukoplasten, an den Reduk- 
tionsvorgangen beteiligt sein. Es bietet sich aber auch noch eine weitere 
Erklarungsméglichkeit. Gerade bei den Farbstoffen, die besonders deutlich 
einen Beginn der Spharosomenfluoreszenz in Kernnahe erkennen lassen, 
weist der Zellkern eine deutliche Farbung im Hellfeld auf, er stellt somit 
einen Ort héherer Farbstoffkonzentration dar. Mit steigender Farbstoff- 
konzentration in der Zelle wird aber die Zeit bis zum Auftreten einer 
Spharosomenfluoreszenz verkiirzt und auferdem nimmt auch die Inten- 
sitat der Fluoreszenz zu (vgl. auch Gutz 1956). Es ware also méglich, daf 
allein die Konzentrationserhéhung im Zellkern auch ein beschleunigtes Auf- 
leuchten der Sphirosomen in Kernnihe bedingt. 

Das schnellere Aufleuchten der Spharosomen bei alkalischer Reaktion 
der Farbstofflésungen ist wohl auch nur auf die starkere Speicherung der 
basischen Farbstoffe durch die Zelle im alkalischen Milieu zuriickzufiihren 
und nicht auf die Abhangigkeit des Redoxpotentials von der cH. Es ist kaum 
anzunehmen, daff sich die pH-Werte im Zellinnern durch die von mir benutz- 
ten Puffergemische innerhalb der Versuchszeiten wesentlich verandert haben. 

Im fluoreszenzmikroskopischen Bild lassen die Sphairosomen wahrend 
der Bestrahlung eine starke ,Gréfenzunahme* erkennen. Dabei diirfte es 
sich aber um einen Effekt handeln, der durch die Intensitatszunahme der 
Fluoreszenz unter der Einwirkung des Erregerlichtes vorgetiuscht wird. Je 
starker ein Kérperchen fluoresziert, desto gréfer erscheint es. Aus diesem 
Grunde sind auch genaue Gréfenbestimmungen im Fluoreszenzmikroskop 
unmdéglich. 

Aufer mit den im Hauptteil erwahnten Triphenylmethanfarbstoffen er- 
hielt ich noch mit Nachtblau (Hollborn), Dahlia (Griibler) und Methyl- 
violett stand. (Bayer) Spharosomenfluoreszenz; damit kommt allen bisher 
daraufhin untersuchten Triphenylmethanfarbstoffen diese Fahigkeit zu. 
Erwahnenswert ist, daB auch Nachtblau, fiir das auf Grund seiner Teil- 
chengréRe das Plasma fiir absolut impermeabel gehalten wird (Czaja 
1934 und Drawert 1951), eine Sphiarosomenfluoreszenz bedingt. Eine 
Komponente des Farbstoffes muf also zumindest intrameieren kénnen. 
Auer den Triphenylmethanfarbstoffen sind nach meinen Untersuchungen 
noch der Hemicyaninfarbstoff Astrazonorange R und das Indamin Bind- 
schedlers Griin zu einer, wenn auch schwicheren Fluorochromierung der 
Sphiarosomen befahigt. Ferner ist aus der Literatur bekannt (Drawert 
1953, Gutz 1956), da Berberinsulfat, der Monoazofarbstoff Janusgriin B 
und das Oxazon Nilblau eine Spharosomenfluoreszenz hervorrufen. Uber 
das Verhalien weiterer Oxazone wird von anderer Seite berichtet werden. 
Keine Spharosomenfluoreszenz erhielt ich dagegen mit folgenden’ Farb- 
stoffen: dem Acridinfarbstoff Rhodulinorange (Griibler), der sich im Chro- 


matogramm identisch mit Acridinorange! (Merck) erwies, dem Chinolin- 


1 Es soll noch darauf hingewiesen werden, daf in einer kiirzlich erschienenen 
Mitteilung Héfler (1957) aber eine Fluorochromierung von Sphiarosomen mit 
Acridinorange erwahnt. 
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farbstoff Astraviolett 3 R (Bayer), sowie den Farbstoffen Astrazonorange G 
(Bayer) und Astrazongelb 5G (Bayer), deren Struktur mir nicht bekannt 
ist. Mit dem Monoazofarbstoff Janusschwarz (Griibler) erhielt ich keine 
einwandfreien, immer reproduzierbaren Ergebnisse. 


Wenn auch alle daraufhin untersuchten Triphenylmethanfarbstoffe zu 
einer Fluorochromierung der Sphirosomen in den Oberepidermiszellen der 
Schuppenblatter von Allium befahigt sind, so scheint doch der chemischen 
Grundstruktur keine Bedeutung fiir diese Eigenschaft zuzukommen. 
Chemisch ganz andere Farbstoffe wie Astrazonorange R, Bindschedlers 
Griin und Berberinsulfat zeigen dieselbe Fahigkeit zur Fluorochromierung 
der Spharosomen, und chemisch nah verwandte Verbindungen, wie Astra- 
violett 3R und Astrazonorange R, die der Konstitution nach kaum vonein- 
ander abweichen, unterscheiden sich in diesen Eigenschaften. 


Alles spricht dafiir, daf es sich nicht um chemische, sondern um physi- 
kalisch-chemische Voraussetzungen handelt, die fiir die Fahigkeit zur 
Fluorochromierung der Spharosomen verantwortlich sind. In erster Linie 
scheint dem Lipophiliegrad eine besondere Bedeutung zuzukommen. Ein 
bestimmter Lipophiliegrad kann aber nur eine der Bedingungen sein, da 
nicht alle Farbstoffe gleicher Lipophilie die Spharosomen fluorochromieren. 
Dazu miissen noch andere Eigenschaften kommen. Wieweit z. B. das Redox- 
potential der Farbstoffe dabei vielleicht sogar eine ausschlaggebende Rolle 
spielt, miissen weitere Untersuchungen klaren. 


Auf einen Punkt soll aber noch besonders hingewiesen werden, das ist 
die Méglichkeit einer gemeinsamen Verunreinigung z. B. aller untersuchten 
Triphenylmethanfarbstoffe durch eine Substanz, die nur in kaum nachweis- 
baren Spuren in den Praparaten vorzukommen braucht. Bei dem hohen 
Speichervermégen der Zelle und der hohen Empfindlichkeit der fluoreszenz- 
mikroskopischen Methode kénnen solche Spuren in der Zelle zu wahrnehm- 
baren Fluoreszenzerscheinungen fiihren, wie es Drawert (1955a) fiir 
cin Aminopyren zeigen konnte. So ist nach Drawert und Metzner 
(1955) die mit manchen Brillantkresylblau-Praparaten zu erzielende Spharo- 
somenfluoreszenz auf geringfiigige Verunreinigung mit Nilblau zuriickzu- 
fiihren. In den von mir angesetzten Chromatogrammen lie® sich zwar nicht 
einwandfrei so eine Verunreinigung nachweisen, in einem Teil der Papier- 
chromatogramme trat aber ein verdachtiger blau fluoreszierender, im nor- 
malen Licht nicht sichtbarer Fleck auf. Wenn ich auch nicht annehme, da® 
die von mir mit den verschiedensten Farbstoffen erzielte Spharosomen- 
fluoreszenz auf eine gemeinsame Verunreinigung zuriickzufiihren ist, so 
mu doch immer mit dieser Méglichkeit gerechnet werden. 


V. Zusammenfassung 


An den Oberepidermiszellen der Schuppenblatter von Allium cepa wer- 
den 16 basische Farbstoffe daraufhin untersucht, ob sie sich fiir eine Fluoro- 
chromierung der Spharosomen eignen. 12 der gepriiften Praparate ergaben 
positive Ergebnisse. 
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Vorausseizung fiir die Auslésung der Sphirosomenfluoreszenz ist ein 
Sauerstoffmangel. Da die Sphirosomenfluoreszenz durch H,O, oder sauer- 
stoffhaltigem Wasser geléscht werden kann, wird angenommen, daf zur 
Auslésung der Fluoreszenz die Farbstoffe durch die lebende Zelle erst redu- 
ziert werden miissen. Auslésung und Loéschung der Fluoreszenz sind bis zu 
einem gewissen Grade reversibel. 

Fiir einen Teil der Farbstoffe reicht das Reduktionsvermégen der Zelle 
aus, um nach einem Deckglasabschluf eine Sphirosomenfluoreszenz hervor- 
zurufen. Bei einer anderen Farbstoffgruppe ist aber aufer dem Sauerstoff- 
mangel noch eine kiirzere oder langere Bestrahlung der gefarbien Zellen 
mit UV oder Blaulicht notwendig, ehe eine Sphairosomenfluoreszenz auf- 
tritt. 

Die Sphiarosomen leuchten um so friiher und starker, je intensiver das 
Plasma bzw. die Vakuole im Hellfeld gefarbt sind. Die Farbungsintensitat 
darf aber noch nicht so hoch sein, daf sie zu schwereren Schadigungen der 
Zelle fiihrt. 

Da nach einem Deckglasabschlu® mit den hier untersuchten Farbstoffen 
immer das Plasma vor den Sphiarosomen zu fluoreszieren beginnt, und die 
Sphiarosomen in Zellkernnahe zuerst leuchten, wird angenommen, daf die 
Sphiarosomen selber nicht Reduktionsorte darstellen, sondern nur die Re- 
duktionsprodukte anreichern. 


Die zur Sphiarosomenfluoreszenz befahigten Farbstoffe bzw. ihre redu- 
zierten Formen zeichnen sich durch einen recht hohen Lipophiliegrad aus. 
Es wird vermutet, daf die Sphairosomen auf Grund ihres Lipoidreichtums 
die reduzierten Farbstoffe speichern. Dabei kann es sich um eine Lésung 
in den Lipoiden handeln, aber auch mit der Méglichkeit einer Anlagerung 
an der Oberflache muB gerechnet werden. Sollte es dabei zu einer Richtung 
der Molekiile kommen, kénnten schon sehr geringe Farbstoffmengen zu 
intensiven Fluoreszenzerscheinungen fiihren. 


Es wird darauf hingewiesen, daf{ auf Grund der hohen Speicherfahig- 
keit der Zellbestandteile und der grofen Empfindlichkeit der fluoreszenz- 
mikroskopischen Methode unter Umstainden Verunreinigungen der Farb- 
stoffpraiparate, die nur in Spuren vorhanden sein brauchen, Fluoreszenz- 
erscheinungen in der Zelle hervorrufen kénnen und so eine Wirkung des 
eigentlichen Farbstoffes vortauschen. 


AuBer in den chlorophyllfreien Allium-Zellen konnte auch in Hefe- 
zellen eine Granulafluoreszenz erzielt werden. Mit den chlorophyllfiihren- 
den Zellen der Blattchen von Funaria und Helodea verliefen die Versuche 
dagegen negativ. Nur in den chlorophyllarmen Blattzahnchen von Helodea 
densa war hin und wieder eine Spharosomenfluoreszenz zu beobachten. 
Diese negativen Ergebnisse mit chlorophyllfiihrenden Zellen sind sehr 
wahrscheinlich auf das Freiwerden von Sauerstoff in den wihrend der 
Beobachtung beleuchteten Zellen zuriickzufiihren. 


Herrn Professor Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung der 
Arbeit. 
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Plasmolyseverhalten und Protoplasmastruktur der 
Hochmooralge Netrium oblongum 


Von 


H. Schindler 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingegangen am 19. Februar 1957) 


Kopetzky-Rechtperg (1938) hat bei Netrium digitus eine sehr 
eigentiimliche Protoplasmastruktur* feststellen kénnen. An der Innen- 
seite der Zellwiande dieser Alge befinden sich in einer peripheren Schichte 
streifenférmige, der Zellachse parallel verlaufende Wiilste unbeweglichen 
Plasmas. In den zwischen den Wiilsten verlaufenden Plasmarinnen zeigt 
das Protoplasma eine rege Strémung. 

Auch das in sauren Hochmoorschlenken heimische Netrium oblongum 
zeigt Plasmastrukturen besonderer Art. Schon das Plasmolyseverhalten ist 
von dem anderer Mesotaeniales und Desmidiales wesentlich verschieden. 

Ich brachte am 23. August 1956 frisches, im Ramsauer ,,Schwaigermoos* 
gesammelites Material in maBig hypertonische (2/3 n) Traubenzuckerlésung, 
die bei anderen Algen durchweg normale Plasmolyse hervorruft. Bei 
Netrium oblongum bleibt die Plasmolyseform in der Mehrzahl der Zellen 
héckerig, oft sind ahnlich wie bei ..Zerrplasmolysen* (Schindler 1938) 
zur Zellwand fiihrende Plasmastrainge zu sehen; nur eine Minderzahl der 
Zellen zeigt glatte Plasmaabhebung (Abb. 1 a—c). Saugt man verdiinnte 
Zuckerlésung durch das Priaparat, so erfolgt nur bei manchen Zellen 
normale, glatte Wiederausdehnung, bei der Mehrzahl bleibt die Plasmolyse- 
form héckerig 1. 

Am 31. August wurde eine Algenprobe aus dem Schwaigermoos (pH der 
Schlenke um 4.0), in der Netrium oblongum dominierte, ja fast in .,Rein- 
kultur* vorhanden war, zu Fiarbeversuchen mit Thionin 1 : 5.000 + Trauben- 
zucker herangezogen (vgl. Hé6fler 1957). In der Regel war die Zellwand 


1 Kin ahnlich abnormales Verhalten der Art hat Héfler (nach miindlicher 
Mitteilung) an Netrium oblongum anderer Herkunft — das aus Hochmoorschlenken 
des Fichtelgebirges stammte — beobachtet. 





H. Schindler: Plasmolyseverhalten und Protoplasmastruktur 581 


mittelstark rotviolett angefarbt, der Protoplast plasmolysierte meist nicht 
halbkugelig, sondern die Plasmolyseform war wieder gestreckt héckerig. 
Dabei lagen im Vorraum dunkle ,,Piinktchen*, die nicht an der Zellwand 
hafteten; gleiche Kérnchen hafteten aufen am Protoplasten. Bei stairkerer 
VergréRerung lief sich feststellen, dak die deutlich hervortreten- 
den Punkte nicht der Gallerte, sondern einem ganz 
eigentiimlichen Plasmalemma angehéren. In dem ab. 
normal plasmolysierenden Zellen liegt von den Warzchen ein kleiner Teil 
von innen her dem Plasmalemma, der gréfere Teil dem geschrumpften 
Protoplasma an; einige 
schweben auch dazwischen. 
Die rotlila gefarbten Warz- 
chen heben sich auch in 
der Aufsicht vom Hinter- 
grund der gelblich-griinen 
Plastiden ab. Die Ne- 
trien lassen sich nur 
schwer plasmolysieren, und 
vielleicht' ist es dieses 
Plasmalemma. das _ sich, 
an der Zellinnenwand fest- 
haftend, bei der Einwir- 
kung indifferenter Plasmo- 
lytika nicht leicht loslést. 
Es ist jedoch interessant, 
da in anderen Prapara- 
ten, wo Sphagnum-Blatter 
Farbe wegspeicherten, viele 
normale Plasmolysen _ be: 


Netrium oblongum  ein- : 
getreten sind. Das spricht Abb. 1. Netrium oblongum in 2/3 mol Trauben- 


vielleicht dafiir, daB doch Zuckerlésung: a) héckerige Plasmolyse, b) des- 
der ionisierte Farbstoff das gleichen mit Plasmawandstrangen, c) _ glatte, 
Spezialplasmalemma _ sozu- bisquottenférmige Plasmolyse. 

sagen gerbt oder fixiert. 

Bei Anwendung anderer Plasmolytika ohne Farbzusatz, wie z. B. 0,3 mol 
CaCl,, 0,5 mol Traubenzucker und 0,3 mol KCl, im Hochmoorwasser vom 
Standort gelést, finden sich an der Oberfliche der abgehobenen Protoplaste 
viele helle Kérnchen in einer regelmaBigen Anordnung. Die Plasmolyse- 
formen waren in CaCl, nicht konvex-rund, die Protoplaste waren meist 
langs abgehoben und hafteten an den Polen fest, die Plasmolyseform war 
spindelférmig. Auch bei langerer Einwirkungszeit des Plasmolytikums trat 
meist keine Rundung ein, die Plasmaoberflache ist nicht glatt, sondern 
héckerig. Sehr haufig kam es zur Bildung von Teilprotoplasten, die an den 
Polen hangenblieben. 

Bei Anwendung von KC! plasmolysierten alle Netrium oblongum-Zellen 
normal konvex. Durch Einwirkung des Kaliums wird wohl die Plasma- 
oberfliche erweicht, so da ein gutes, glattes Abheben von der Zellwand 
stattfinden kann. 

Bei Thionineinwirkung ohne Traubenzuckerzusatz zeigt sich folgendes 
Bild: An den Polen wird bei vielen Zellen das Plasmalemma tief kardinal- 
violett angefarbt, und die Warzchen treten deutlich hervor. Die Membran 
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selbst ist fast farblos. An den Langswianden treten viele farblose, 
helle. stark lichtbrechende Stabchen hervor, die sich von 
der blauvioletten Farbung des Zellsaftes scharf abheben. Sie reichen im 
Bild bis an die Teilvakuolen heran und erscheinen von diesen begrenzt. 


Abb. 2. Netrium ob- 
longum. Mit Thionin 
1:5000 gefarbt. Zell- 
saft blauviolett; an 
den Langswanden 
farblose. helle stark 
lichtbrechende — Stab- 


In der Zellmitte liegt der unveranderte, lappige. 
griintransparente Chloroplast. Es fallt auf, da sich 
im Farbbad, welches Thionin in dest. Wasser ent- 
halt, also bei leicht saurer Reaktion, die Vakuolen 
farben; man muf annehmen, daf der Thioninfarb- 
stoff zur Ginze dissoziiert ist. Er dringt in diesem 
Zustand in intakte Protoplasten nicht ein; vielleicht 
entspricht das in Abb. 2 wiedergegebene Bild einer 
Tonoplastenplasmolyse, bei der die Vakuolenwinde 
fiir Farbionen durchliassig geworden sind (vgl. H 6 f- 
ler 1951). 

Aus allem geht hervor, daf der periphere Teil 
des Protoplasten hier anders ausgebildet ist als bei 
anderen Conjugaten. Eine Komponente des _peri- 
pheren Teiles sind die stark farbbaren Koérnchen, 
die als Warzchen erscheinen. 

Vieles spricht dafiir, daf{ der periphere Proto- 
plastenteil fester an der Zellwand haftet als das 
Plasmalemma normal gebauter Protoplasten. Netrium 
oblongum ist schwer plasmolysierbar, und vielleicht 
ist es das Plasmalemma, das in der Zellinnenwand 
festhaftet und sich bei der Einwirkung indifferenter 


chen. Plasmolytika nicht leicht loslést. Nach Webers 


Prinzip schadigt die Plasmolyse das Plasma um so 
mehr, je schwerer seine Lésung von der Zellwand erfolgt. Wenn sich der 
Protoplast nach der LosreiBung verkleinert und dabei keine glatte Run- 
dung, sondern héckerige Formen annimmt, so ware denkbar, daf der 
Protoplast des Speziallemmas beraubt ist. Vielleicht liegt darin die Ursache 
des abnormalen Plasmolyseverhaltens von Netrium oblongum. 
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Colizine und Bakteriophagen 


Von 


Pierre Fredericq 


Aus der Mikrobiologie- und Hygiene-Abteilung der Universitat Liittich 


(Direktor: Professor Dr. P. Frederic gq) 


(Eingegangen am 2. Marz 1957) 
I. Einleitung 


Der menschliche und tierische Darm ist ein wahres Kulturréhrchen, in 
dem verschiedene Bakterientypen fortwahrend um die Vorherrschaft kamp- 
fen. Diese Kimpfe dufern sich in den verschiedensten Formen des 
Bakterienantagonismus und sind vor allem gewoéhnlich in der Familie 
Enterobacteriaceae. Die Einwirkung antibiotischer diffusibler Stoffe ist 
zuerst in einigen Sonderfallen nachgewiesen worden [73, 77, 129]. Sie ist 
faktisch bei den Coligruppenstammen ziemlich haufig [9, 16, 29, 69, 76, 79, 
83, 109, 115, 116, 121]. Die aktiven Stamme wirken nicht alle in der gleichen 
Art und erzeugen je nachdem einen oder mehrere verschiedenartige als 
Colizine bezeichnete antibiotische Stoffe |23, 29]. 

Urspriinglich sollte der Name Colizin antibiotische Stoffe bezeichnen, 
die die E. coli-Staimme ausscheiden [23]. Viele Shigella [20,25], manche 
E. freundii {|59| und seltener Salmonella |38, 86] liefern ebenfalls Stoffe, von 
denen die meisten den von E. coli erzeugten gleich oder ahnlich sind, so da 
sie auch der Gruppe der Colizine zugerechnet werden miissen. 

Die Colizine unterscheiden sich voneinander durch zahlreiche Merk- 
male [29,47], Ausdehnung des Aktivitatsspektrums, Spezifizitat der re- 
sistenten Mutanten, Morphologie der Hemmungszonen auf Agar, Diffusi- 
bilitat, Thermoresistenz, Sensibilitat gegeniiber proteolytischen Enzymen 
[26], elektrophoretische Motilitat [110] und antigenische Eigenschaften |[10, 
72, 88]. Es handelt sich um ihrer chemischen Zusammensetzung nach wahr- 
scheinlich sehr verschiedene Stoffe, die aber alle die allgemeinen Reaktionen 
der Proteine oder Polypeptide aufweisen [17, 70, 84, 91]. 

Das Colizin K, das chemisch am besten bekannt ist, ist ein im Wasser 
auflésbarer, farbloser Stoff, der keine Nukleinséiure umfaft [71]. Es ent- 
halt 6.5% Nitrogen und 1,6% Phosphor. Es handelt sich um einen makro- 
molekularen Stoff, der aus Kohlehydrat, Lipid und Protein zusammen- 
gesetzt zu sein scheint, mit den allgemeinen Eigenschaften des somatischen 
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O-Antigen der erzeugenden Bakterien. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, 
daf es sich bei dem Colizin K in Wirklichkeit um ein verschiedenes, mit 
diesem Lipocarbohydratprotein-Komplex verbundenes Molekiil handelt |71]. 
Die Inaktivationskurven durch Réntgenstrahlen lassen ein Molekulargewicht 
zwischen 60.000 und 90.000 erschlieBen |104]. 

Schon Gratia |74| war die Ubereinstimmung zwischen dem offen- 
sichtlich auf die Einwirkung eines Colizins zuriickzufiihrenden Antagonis- 
mus coli V— coli g und dem Phinomen der Bakteriophagie aufgefallen. 
Wir werden feststellen, da diese Ubereinstimmung sich nicht auf einfache 
Ahnlichkeiten beschrankt, sondern unerwartete Beziehungen zwischen den 
Colizinen, leblosen chemischen Stoffen, und den Bakteriophagen, die iiber- 
tragbare, mit genetischer Kontinuitat versehene, biologische Einheiten sind, 
aufdeckt [19. 36, 47]. 


II. Lysogene und colizinogene Stimme 


Die colizinogenen Stamme gleichen in mancher Hinsicht den lysogenen 
Stimmen. Sie treten haufig in der Familie der Enterobacteriaceae auf. 
Die Anwendung von Selektivtechniken hat sie in fast allen menschlichen 
oder tierischen Stiihlen, die untersucht wurden, nachweisen lassen, und zwar 
von den ersten Lebenstagen ab und bei Individuen jeder Altersstufe [68, 75]. 

Wie die lysogenen Eigenschaften, so sind auch die colizinogenen Eigen- 
schaften Erbmerkmale von groffer Stabilitat. Das von Gratia 19235 iso- 
lierte Coli V erzeugt 30 Jahre spater immer noch das gleiche Colizin, und 
iiber 15 Jahre lang trocken aufbewahrte Stamme erzeugen bei der ersten 
Fortziichtung Colizin |117|. Die Konstanz dieser Eigenschaften macht ihre 
Beniitzung als typisierende Merkmale bei epidemiologischen Untersuchun- 
gen an Sh. sonnei- und Dyspepsiecoli-Stammen, die haufig colizinogen sind, 
méglich [1,64]. Jedoch ist die Erbstabilitaét nicht absolut. Colizinogene 
Stimme kénnen nichtcolizinogene Mutanten liefern, und die Colizin- 
produktion kann quantitative Varianten aufweisen |29}. Doch handelt es 
sich da, wie bei den lysogenen Eigenschaften, um auftergewoéhnliche Er- 
scheinungen. Die lysogenen Stamme lassen haufig mehrere verschiedene 
Phagen frei. Die colizinogenen Stamme kénnen auch mehrere verschieden- 
artige und unabhiangige Colizine bilden [29, 48]. 

Wie die lysogenen Stéimme nicht empfindlich sind gegeniiber dem be- 
sonderen Bakteriophagen, den sie tragen, wohl aber eventuell, ebenso wie 
die nichtlysogenen Stamme gegeniiber anderen Bakteriophagen, so sind 
auch die colizinogenen Stimme nicht empfindlich gegeniiber dem besonderen 
Colizin, das sie erzeugen, kénnen aber durch andere Colizine gehemmt 
werden. Diese Immunitat ist eine direkte Folge der colizinogenen oder 
lysogenen Eigenschaften, denn die nicht colizinogenen bzw. nicht lysogenen 
Mutanten sind im allgemeinen empfindlich gegen das Colizin oder den 
Phagen, den der Stamm, aus dem sie hervorgehen, erzeugt [29]. 


Die Colizinproduktion durch colizinogene Stamme hiangt, wie die 
Phagenproduktion durch lysogene Stimme, von Milieubedingungen ab, die 
iibrigens je nach dem Colizin verschieden sind. Die colizinogenen Stamme 
erzeugen kein Colizin in einem Sauremilieu [29] und, in gewissen Fiillen, 
bei Abwesenheit von Kalzium [77|. Der Aktivitatsverlust ist nicht endgiiltig 
und die Colizinproduktion setzt wieder ein, sobald die colizinogenen 
Stimme unter giinstige Bedingungen gebracht werden. 
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Das Hervortreten des Phagen in lysogenen Kulturen geht auf die 
spontane Lyse nur einiger Zellen zuriick, jedoch kann eine massive Lyse 
mit Phagenerzeugung aus der quasi Gesamtheit der Zellen durch ver- 
schiedene mutagene oder cancerigene Agenzien, namentlich UV-Strahlen, 
induziert werden [113]. Die colizinogenen Stamme sind ebenfalls empfang- 
lich fiir die gleichen induzierenden Agenzien und erzeugen dann viel mehr 
Colizin [53, 55, 90, 102, 118]. Sie lysieren sich jedoch nicht, denn die Colizine 
sind bakterizide und nicht bakteriolytische Agenzien. Die Lyse des colizino- 
genen Stammes E. coli ML (97, 98, 112], die der Induktion seines Colizins 
zugeschrieben wird, ist in Wirklichkeit auf die Induktion eines Prophagen 
zuriickzufiihren [53, 102]. Colizinogene wie lysogene Bakterien verewigen 
also erblich einen potentiellen Letalfaktor, dessen Entwicklung in beiden 
Fallen durch die gleichen Agenzien induziert werden kann und zum Tod 
der Zellen fiihrt. 

Nach der Induktion weisen die induzierten lysogenen oder colizinogenen 
Bakterien ziemlich ahnliche metabolische Verainderungen auf [99]. In beiden 
Fallen geht dem Tod der Zellen eine ungefahr 90 Minuten lange Residual- 
wachstumsperiode voraus, mit paralleler Steigerung der Atmungsintensitat. 
Wiahrend dieser Residualwachstumsperiode gehen die Synthesen in ver- 
langsamtem Rhythmus weiter aufer derjenigen der Desoxyribonuklein- 
saure, die in der lysogenen Induktion zeitweilig blockiert ist, wahrschein- 
lich deshalb, weil die Bakteriophagen ein desoxyribonukleische Fraktion 
enthalten, die in den Colizinen nicht vorhanden ist. 

Die colizinogenen Stamme verhalten sich also in mancher Hinsicht wie 
die lysogenen Staémme. Gewisse Stamme sind gleichzeitig lysogen und 
colizinogen, aber diese beiden Eigenschaften sind véllig verschieden und 
unabhangig voneinander [7, 34]. 


III. Colizine und Bakteriophagen 


Ahnlichkeiten zwischen Colizinen und Bakterio- 
phagen 


Ihrerseits gleichen die Colizine auch den Bakteriophagen. Sie haben 
erstens Aktivitatsspektren, die denen der Bakteriophagen sehr ahnlich sind. 
Die Colizine haben namlich duferst spezifische Aktivitatsspektren, die 
streng auf die Stémme der Familie der Enterobacteriaceae beschrankt und 
von einem Colizin zum anderen verschieden sind. Die E. coli- und Sh. sonnei- 
Stémme sind haufig gegen zahlreiche Colizine, manchmal gegen alle 
empfindlich, die Aerobacter- und Salmonella-Staimme sind seltener und nur 
gegen gewisse Colizine empfindlich. Die gegen Colizine sehr empfindlichen 
Stamme, wie E.coli gy und B, sind ebenfalls empfindlich gegen zahlreiche 
Bakteriophagen [29]. 

Wie die Empfindlichkeit gegen Bakteriophagen erlaubt auch die Emp- 
findlichkeit gegen Colizine eine Typisierung der verschiedenen Glieder der 
Coli-Salmonella-Gruppe. Sie scheint ebenfalls mit der antigenischen Kon- 
stitution der Stamme in Verbindung zu stehen [22, 29]. 

Wenn man einen colizinogenen Stamm auf eine Agarplatte impft und 
dann 48 Stunden spater auf die ganze Oberflache der Platte einen emp- 
findlichen Indikatorstamm verbreitet, nachdem man die erste colizinogene 
Kultur mit Hilfe von Chloroformdaimpfen sterilisiert hat, erhalt man 
Hemmungszonen, deren Morphologie je nach dem erzeugten Colizintyp 
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verschieden ist. Manche Zonen erreichen 50mm Durchmesser, wahrend 
andere kaum angedeutet sind. Sie kénnen von jedem Wachstum frei sein, 
ein ausgedehntes Teilwachstum oder eine wechselnde Zahl von resistenten 
Kolonien aufweisen. Ihr Rand kann scharf oder progressiv sein, manchmal 
rosettenférmig, und sich in der Folgezeit mit einer Sekundarlysezone um- 
geben. Im Grunde geben sie, in viel gréRerem Mafstab, alle morpho- 
logischen Moéglichkeiten, die man an den Taches der Bakteriophagen 
beobachtet, wieder. In beiden Fallen sind sie von der Spezifizitat des 
Hemmungsagens und von der Art des gehemmiten Stammes abhiangig [47]. 

Wie die Sensibilitat gegeniiber den Bakteriophagen wird die Sensibilitat 
gegeniiber den Colizinen bestimmt durch die Anwesenheit einer Reihe von 
fiir jedes Colizin, demgegeniiber dieser Stamm empfindlich ist, spezifischen 
Rezeptoren [24,29]. Diese Rezeptoren fixieren das entsprechende Colizin 
[12,43] und die Uberlebenskurven driicken das Phanomen der Adsorption 
aus, das der Wirkung der Colizine zugrunde liegt [43, 65,98]. Man kann 
aus empfindlichen Bakterien, jedoch nicht aus resistenten Bakterien, Ex- 
trakte erhalten, die diese Rezeptoren enthalten und die Colizine neutrali- 
sieren, indem sie sie fixieren [12,13]. Die Zugabe antibakterieller Sera, die 
jedoch keine direkte Wirkung auf die Colizine ausiiben, schiitzt die Bak- 
terien vor der Aktion der Colizine, wahrscheinlich, indem sie ihre Rezep- 
toren maskieren [11]. 

Die Anwesenheit dieser Colizinrezeptoren wie die der Bakteriophagen- 
rezeptoren wird durch genetische Faktoren bestimmt, die durch Kreuzung 
rekombinieren [60,101] oder durch Mutation verschwinden kénnen. Diese 
Mutationen entstehen spontan und unabhangig von den anderen Eigen- 
schaften |[27, 28]. Die verschiedenen Colizinrezeptoren sind der eine vom 
anderen unabhiangig, denn ein Mutant, der gegen ein bestimmtes Colizin 
resistent ist, bewahrt seine Empfindlichkeit gegeniiber den anderen fiir den 
Stamm, aus dem er hervorgeht, charakteristischen Colizinen. Doch kann 
man durch eine Reihe von aufeinanderfolgenden Mutationen einen ur- 
spriinglich gegen zahlreiche Colizine empfindlichen Stamm in einen total 
resistenten Stamm verwandeln, indem man ihm nacheinander alle Re- 
zeptoren, die er besitzt, wegnimmt [29]. 

Wie die Rezeptoren der Bakteriophagen sind schlieflich auch die 
Colizinrezeptoren nicht immer streng spezifisch fiir ein einziges Colizin. 
Die Spezifitat dieser Rezeptoren macht eine Gruppierung der Colizine, die 
auf demselben Rezeptor haften, méglich. Doch enthalten die auf diese 
Weise gewonnenen Gruppen haufig Colizine, die in ihrer chemischen 
Struktur wahrscheinlich sehr verschieden sind [29, 31, 48]. 


Rezeptoren, die bestimmten Colizinen und Bakterio- 
phagen gemeinsam sind 


Die Colizinrezeptoren verhalten sich genau wie die Bakteriophagen- 
rezeptoren, sind aber im allgemeinen unabhangig und verschieden. Die 
Untersuchung von aus einem gegen mehrere verschiedenartige Colizine und 
Bakteriophagen empfindlichen Stamm herstammenden Mutanten zeigt, 
daf ein gegen ein bestimmtes Colizin resistenter Mutant gegen die Bakterio- 
phagen, wie iibrigens auch gegen die anderen Colizine, empfindlich bleibt 
und daft ein gegen einen bestimmten Bakteriophagen resistenter Mutant 
dieselbe Empfindlichkeit gegen die Colizine und die anderen Bakterio- 
phagen bewahrt wie die des Stammes, von dem er abgeleitet ist. 
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In gewissen Fallen jedoch bringt die Resistenz gegen ein Colizin auto- 
matisch die Resistenz gegen einen bestimmten Bakteriophagen mit sich, 
namentlich die Resistenz gegen das Colizin E und den Phagen BF. 23, die 
Resistenz gegen das Colizin K und den Phagen T.6 und die Resistenz gegen 
das ColizinC und die Phagen T.1—T.5 [30, 32, 33, 47, 66, 67]. Diese ge- 
kreuzten, spezifischen und gegenseitigen Resistenzen zwischen Colizinen 
und Bakteriophagen kénnen jedesmal beobachtet werden und weisen auf 
den Verlust eines dem Colizin und dem entsprechenden Phagen gemein- 
samen Rezeptoren hin. Diese gekreuzten Resistenzen verhalten sich iibri- 
gens wie ein einziger Erbfaktor in genetischen Kreuzungen [60]. 


Mitwirkung von Colizinen in der Zusammensetzung 
der Partikeln bestimmter Bakteriophagen 


Manche Bakteriophagen kénnen sich fixieren und die empfindlichen 
Bakterien téten, ohne daf eine Vermehrung der Partikeln stattfindet. 
Unter diesen Umstanden gleicht die Aktion dieser Phagen stark derjenigen 
der Colizine und tritt niemals in der Form der fiir die Vermehrung der 
Partikeln charakteristischen isolierten Taches auf. 


Diese bakterizide Aktion hangt nicht von einer eventuell in den Phagen- 
kulturen vorhandenen antibiotischen Substanz ab, sondern ist mit den 
Partikeln verbunden. Sie verschwindet namlich nach Neutralisierung durch 
ein Antiphagenserum oder Fixierung auf empfindlichen Bakterien [78], 
und es ist durch Untersuchung der Kinetik nachgewiesen worden, da die 
diese bakterizide Aktion iiberlebenden Keime die sind, die keine Partikeln 
fixiert haben [41, 45]. 


Die bakterizide Wirkung dieser Phagen ist eine von ihrer Fahigkeit, 
sich zu vermehren, verschiedene und unabhangige Eigenschaft [44]. Sie zeigt 
sich manchmal von vornherein bei gewissen Bakterienstammen, die eine 
Vermehrung nicht zulassen [37, 39, 40, 78, 123]. In anderen Fallen kann man 
sie bei Stammen beobachten, die normalerweise die Vermehrung zulassen, 
indem man gewisse Phagen wirken JaRt, in Abwesenheit von Wachstums- 
faktoren [119], in Abwesenheit von Kalzium [2,5], in Anwesenheit von 
Proflavin [21] oder bei hoher Temperatur [8]. Sie zeigt sich auch nach In- 
aktivierung gewisser Phagen durch Réntgenstrahlen [126], UV-Strahlen 
[15, 18, 111, 120], Lichtstrahlen [127] oder osmotischen Schock [92]. Die fiir 
diese bakterizide Aktion verantwortliche Komponente scheint ein in der 
Spitze des Schwanzes lokalisiertes Protein zu sein [4, 92]. 


Das Letalprotein gewisser Phagen zeigt enge Beziehungen zu bestimmten 
Colizinen, zum Beispiel das Letalprotein des Phagen T. 6 und das Colizin K. 
Diese beiden Agenzien wirken namlich auf dieselben empfindlichen Stamme, 
und resistente Mutanten gegen das eine sind auch resistent gegen das 
andere. Sie haften also auf demselben Rezeptor der empfindlichen Bak- 
terie [42]. Beides sind Proteine mit demselben Molekulargewicht, denn ihre 
Inaktivationskurven durch Réntgenstrahlen stimmen ganz iiberein [104]. 
Doch sind sie serologisch verschieden [46,71], wobei zu bemerken ist, da 
die serologische Spezifizitat der Bakteriophagen unabhangig ist von ihrer 
Aktionsspezifizitat [46]. Man darf daher auf das Mitwirken gleicher oder 
den Colizinen verwanditer Stoffe in der Zusammensetzung der Partikeln 
gewisser Bakteriophagen schliefen. 


44* 
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Interferenz zwischen Colizinen und Bakteriophagen 


Die Colizine haben nur eine sehr schwache Hemmungsaktion auf die 
freien Phagenpartikel. Es ist jedoch interessant festzustellen, daf das 
Colizin E viel weniger auf den ihm verwandten Phagen BF. 23 als auf die 
ihm nicht verwandien T.2 und T.6 wirkt, wahrend das dem T.6 verwandte 
Colizin K ebenfalls weniger aktiv auf T.6 als auf BF. 23 und T. 2 ist [49]. 

Die Zufiigung von Colizin zu bakteriophageninfizierten Bakterien halt 
gewohnlich die Entwicklung dieser Phagen auf und tétet die Bakterien. 
Das ist vor allem der Fall beim Colizin K, welches auch der infizierende 
Phage sein mége. Dagegen tétet das Colizin E die mit den Phagen T. 2 oder 
T.6, aber nicht BF. 23 infizierten Bakterien nicht und verhindert nicht ihre 
intrazellulare Vermehrung. Die Latenzperiode ist normal, jedoch ist der 
Phagenertrag pro Zelle um die Halfte vermindert [49]. Es handelt sich 
wahrscheinlich um die AusschlieBung eines Colizins durch einen Phagen, 
vergleichbar der mutuellen Ausschliefung [111] eines Phagen durch einen 
anderen Phagen. Diese mutuelle AusschlieRung zwischen Phagen weist 
darauf hin, daf diese Phagen nicht verwandt sind [3]. Nun sind aber 
gerade nicht T.2 und T.6, wohl aber BF. 23 mit dem Colizin E verwandt. 

Eine Phagen-Colizin-Interaktion findet sich manchmal auch bei be- 
stimmten Staimmen, die gleichzeitig lysogen und colizinogen sind. Die In- 
duktion solcher Stamme durch UV-Sirahlen bringt verschiedene Wirkungen 
hervor, je nach dem Colizintyp, den sie erzeugen. Bei den einen findet keine 
Interferenz statt, und die gleichzeitige Induktion der Colizinsynthese und 
der Entwicklung des Prophagen fiihrt zur massiven Lyse der Kultur. 
Bei den anderen hemmt die Induktion der Colizinsynthese die Entwicklung 
des Prophagen und es erscheint keine sichtbare Lyse [53, 55, 90, 102]. 


IV. Genetik der lysogenen und colizinogenen Eigenschaften 


Die Colizine weisen also enge Beziehungen zu den Bakteriophagen auf 
und scheinen sogar bei der Zusammensetzung einiger von ihnen eine Rolle 
zu spielen. Trotzdem sind Colizine und Bakteriophagen Agenzien ganz 
verschiedener Natur. Die Colizine sind chemische leblose Stoffe, Proteine. 
die die Zellen téten, ohne reproduziert zu werden, wahrend die Bakterio- 
phagen biologische Einheiten sind, die durch die Zellen, die sie lysieren, 
reproduziert und vermehrt werden. Die Phagenpartikeln enthalten aufer 
der eiweifhaltigen Hiille einen desoxyribonukleinischen Kern, der ihre 
Synthese steuert und ihre genetische Kontinuitat sicherstellt. Eine solche 
genetische Struktur fehlt den Colizinen, mu® aber, angesichts der Erb- 
stabilitat und der Bestandigkeit der colizinogenen Eigenschaften, in der 
erzeugenden Bakterie vorhanden sein. Man darf sich daher fragen, ob die 
zwischen Colizinen und Bakteriophagen bestehenden Beziehungen nicht in 
Wirklichkeit eine Verwandtschaft der Phagen mit den genetischen Fak- 
toren, die die Produktion der Colizine bestimmen, ausdriicken. 


Genetische Rekombinationderlysogenenund colizino- 
genen Eigenschaften 


Lederberg und Tatum haben 1946 das Vorhandensein des ge- 
netischen Rekombinationsphanomens durch Kreuzung von E. coli-Stammen 
nachgewiesen. Das Aufzeigen von Zellen, die die Erbcharaktere zweier ver- 
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schiedener Eltern rekombinieren, setzt die Beniitzung von Selektivtechniken 
voraus, um sie aus der Masse der aus direkter Teilung der Eltern ent- 
stehenden Zellen zu isolieren, zum Beispiel Kreuzung komplementirer 
auxotropher Eltern und Selektion der prototrophen Rekombinanten auf 
synthetischem Niahrboden [106]. Die genetische Analyse des Rekombinations- 
phanomens wird natiirlich durch die Tatsache kompliziert, da& nur ein 
bestimmter Typ von Rekombinanten selektioniert wird, und auch dadurch, 
da wir es mit einer sexuellen Polaritat zu tun haben, da manche, als F—- 
bezeichnete Stémme sich nur mit anderen, als F+ bezeichneten Stamr en 
kreuzen kénnen. Dazu scheint es, da die Rekombinanten nicht aus der 
Fusion zweier Zellen, sondern aus der Ubertragung nur eines Teiles des 
genetischen Materials einer F+-Zelle auf eine vollstandige Zelle des F—- 
Partners enistehen. Die Ubertragung der verschiedenen Erbfaktoren ge- 
schieht nicht zufallig und isoliert, sondern durch Vermittlung von organi- 
sierten, den Chromosomen oder Chromosomenfragmenten entsprechenden 
Strukturen, auf denen verschiedene Genen in linearer Ketie angeordnet 
sind. Die Ubertragungsfrequenz der verschiedenen Erbfaktoren untersteht 
so festen Gesetzen und wird durch ihre Koppelung mit den selektionierten 
Markéren und durch die F-Polaritat der Eltern bestimmt [cf. 108]. 

Die lysogenen Eigenschaften verhalten sich in den Kreuzungen wie die 
anderen Erbfaktoren; ihre genetischen Determinanten, wahrscheinlich die 
Prophagen, miissen also auf dem Chromosom liegen. Ihre genetischen Deter- 
minanten kommen namlich unter den allelischen Formen + oder — vor und 
segregieren in manchmal enger Koppelung mit anderen Erbfaktoren, je 
nach den selektionierten Markéren, die in der Kreuzung wirken, und nach 
der F-Polaritat der Eltern [6, 49a, 105, 128]. Jede lysogene Eigenschaft ver- 
halt sich wie ein unabhangiges genetisches Merkmal und hat eine besondere 
Stelle auf dem Chromosom [49 a]. Offensichtlich werden bestimmte lysogene 
Eigenschaften jedoch nicht iibertragen, wenn sie von dem F*-Partner ge- 
tragen werden, weil dann im Verlaufe der Rekombination die Induktion 
der Prophagenentwicklung das Verschwinden derjenigen Rekombinanten, 
welche das entsprechende Segment des Chromosoms erhalten, durch Lyse 
hervorruft [54, 100]. 

Im Gegensatz zu dem, was im Falle der lysogenen Eigenschaften ge- 
schieht, sind die colizinogenen Eigenschaften an keine anderen Merkmale 
gebunden [61]. Sind sie von dem F--Partner getragen, dann werden sie 
immer, ohne Ausnahme, auf alle Rekombinanten iibertragen, welche auch 
die auswahlenden Markére sein mégen. Die Inversion der Sexualpolaritat F 
der Eltern kehrt die Ubertragungsfrequenz nicht um, denn zahlreiche Re- 
kombinanten, bis zu 70%, erben noch die colizinogenen Eigenschaften, 
wenn sie den F'+-Partner charakterisieren [62]. Die aus der Kreuzung zweier 
verschiedener colizinogener Eltern abstammenden Rekombinanten erzeugen 
alle das Colizin des F—-Partners, jedoch erzeugen einige, die doppelt coli- 
zinogen sind, auch dasjenige des F+-Partners [63]. 

Die colizinogenen Eigenschaften kénnen die Fruchtbarkeit der Kreu- 
zungen mehr oder weniger deutlich vermindern oder gar aufheben, je nach 
dem Typ des erzeugten Colizins. Die Verminderung wird schon deutlich 
bei den Kreuzungen, bei denen der F--Partner colizinogen ist, erscheint 
aber vor allem, wenn die colizinogene Eigenschaft von dem F*+-Partner 
getragen wird. Wie im Falle der lysogenen Eigenschaften, wird die Hem- 
mung wahrscheinlich ausgelést durch Induktion der Colizinproduktion 
wihrend der Rekombination und durch den Tod der Zellen, wo sie statt- 
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findet. Sie ist jedoch viel betonter wegen der viel gréferen Ubertragungs- 
frequenz der colizinogenen Eigenschaften. Troiz ihrer Rolle in der schein- 
baren Fruchtbarkeit der Kreuzungen beeinflussen diese Eigenschaften die 
Ubertragungsfrequenz anderer Erbfaktoren nicht, was die Abwesenheit 
eines linkage bestitigt [63]. 

Die die colizinogenen Eigenschaften bestimmenden genetischen Faktoren 
verhalten sich also in ganz besonderer Weise. Sie haben nicht den allelischen 
Charakter und scheinen voéllig unabhangig von der normalen genetischen 
Struktur der Bakterien zu sein. 


Transduktion der colizinogenen Eigenschaften 


Die hohe Frequenz der colizinogenen Rekombinanten und die Un- 
abhingigkeit dieser Eigenschafiten gegeniiber den anderen Merkmalen 
zeigen, dafi die Ubertragung der colizinogenen Eigenschaften durch einen 
von der Rekombination der anderen Charaktere verschiedenen Mechanis- 
mus vor sich gehen muf. Bei Anwendung einer Technik doppelter Selektion 
kann man namlich die isolierte Ubertragung der colizinogenen Eigen- 
schaften durch Mischkultur zweier Stamme beobachten, selbst wenn diese 
beiden Stimme bei den Rekombinationsexperimenten nicht fruchtbar sind 
und zu verschiedenen Gattungen gehéren [50]. Man impft in ein und dem- 
selben Bouillonréhrchen einen colizinogenen Stamm, der streptomyzin- 
empfindlich ist, und einen nichtcolizinogenen Stamm, der gegen dieses 
Antibiotikum resistent ist. Nach 24 Stunden Wachstum breitet man auf der 
Oberflache von Agarplatten mit Streptomyzin aufeinanderfolgende Ver- 
diinnungen dieser Mischkultur aus, dann gieft man eine zweite Schicht 
streptomyziniertes Agar dariiber. Die Kolonien, die sich zwischen den 
beiden Agarschichten entwickeln, kommen alle von dem nichtcolizinogenen 
Stamm her, da der andere gegen Streptomyzin empfindlich ist. Man erfaft 
dann unter diesen Kolonien diejenigen, die eventuell colizinogen geworden 
sind, indem man, 48 Stunden spiater, auf der ganzen Flache der oberen 
Schicht einen gegen Colizine empfindlichen (und natiirlich gegen Strepto- 
myzin resistenten) Indikatorstamm impft. Am anderen Tage zeigt die zu- 
sammengeflossene Kultur dieses Indikatorstammes kreisformige Hem- 
mungszonen, in deren Zentren in der Tiefe die aktiven Kolonien liegen 
und leicht zu verimpfen sind. 

Mit Hilfe dieser Technik kann man auf einen nichtcolizinogenen E. coli- 
Stamm spezifisch die colizinogenen Eigenschaften anderer E. coli- oder 
selbst Sh. sonnei-Stimme iibertragen. Man kann auch die colizinogenen 
Eigenschaften auf Stamme anderer Arten iibertragen, Sh. sonnei [50], para- 
coli Ballerup, paracoli intermedium, K. pneumoniae, S. typhi und S. para B 
[89]. Die umgewandelten Stamme bewahren alle die urspriinglichen, nicht- 
colizinogenen Stamme charakterisierenden Eigenschaften und unterschei- 
den sich von ihnen nur durch die neu erworbene colizinogene Eigenschaft. 
Niemals findet eine gleichzeitige Ubertragung anderer Merkmale der coli- 
zinogenen Stamme statt. 

Die isolierte genetische Ubertragung eines einzigen Charakterzuges 
durch Mischkultur zweier Stamme gehoért in den Rahmen des von Lede r- 
berg als Transduktion bezeichneten Phanomens [107]. Dieser Ausdruck 
wird haufig in dem einschrankenden Sinne einer genetischen Ubertragung 
durch Vermittlung von Phagenpartikeln gebraucht, doch spielen die Phagen 
keinerlei Rolle in der Transduktion der colizinogenen Eigenschaften [51]. 
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Die Ubertragung der colizinogenen Eigenschaften geschieht auferst 
schnell, zum mindesten in der Anfangsetappe. Es ist nicht notwendig, die 
beiden Stamme, den colizinogenen und nichtcolizinogenen, 24 Stunden lang 
gemeinsam zu ziichten, sondern es geniigt, sie einige Minuten lang zu 
mischen, um schon die Ubertragung zu erreichen. Die Transduktion ist an 
die Anwesenheit von lebenden colizinogenen Zellen gebunden. Durch Ein- 
wirkung von getéteten colizinogenen Kulturen oder von Filtraten hat sie 
nicht erreicht werden kénnen, selbst nicht durch Einwirkung der bei der 
Zentrifugation lebender Kulturen iiberstehenden Fliissigkeiten. 

Die Transduktion ist fiir jedes untersuchte Colizin spezifisch, und der 
transduzierte Stamm erzeugt jedesmal ein demjenigen des transduzierenden 
Stammes identisches Colizin..Zum Beispiel erzeugt ein selber nichtcolizino- 
gener, durch einen das Colizine E bzw. B, I oder K produzierenden Stamm 
transduzierter Stamm auch das Colizin E, B, I oder K, je nachdem. Mit 
Hilfe von adaquaten Selektivtechniken kann man die serienweise Trans- 
duktion nachweisen, da ein schon transduzierter Stamm seinerseits seine 
neu erworbene colizinogene Eigenschaft weitergeben kann. Ein schon fiir 
ein bestimmtes Colizin transduzierter Stamm kann durch einen ein anderes 
Colizin erzeugenden Stamm neu transduziert werden und dann zwei ver- 
schiedene Colizine ausscheiden. Die bei E. coli K. 12 untersuchte serienweise 
Transduktion hat gezeigt, daf die transduzierende Aktivitat an die sexuelle 
F+-Polaritat gebunden ist. Ein F—-Stamm kann seinen colizinogenen Cha- 
rakter nicht iibertragen, doch geniigt es, ihn zu F+ zu machen, um die 
Transduktion zu erméglichen [52]. 

Nicht alle colizinogenen Stimme sind notwendigerweise in der Lage, 
diese Eigenschaft zu transduzieren. Die Abwesenheit der Ubertragung ist 
wahrscheinlich in gewissen Fallen an eine F—-Polaritat gebunden. Doch 
kénnen auch andere Faktoren eine Rolle spielen, denn Stamme, die mehrere 
verschiedene Colizine erzeugen, iibertragen im allgemeinen nur eine ihrer 
colizinogenen Eigenschaften. Die Ubertragung der colizinogenen Eigen- 
schaften kann haufig bei den das Colizin I, seltener bei den die Colizine B, 
E oder K und ausnahmsweise bei den das Colizin V erzeugenden Stammen 
beobachtet werden [56]. 


Immunitat und Resistenz 


Die Einfiihrung eines colizinogenen Faktors in nichtcolizinogene 
Stamme durch Transduktion verandert die anderen Eigenschaften dieser 
Staémme nicht, auBer daf sie die Sensibilitat gegeniiber dem besonderen 
Colizin, das sie jetzt ausscheiden, verlieren. Die transduzierten Zellen er- 
werben gleichzeitig die erbliche Eigenschaft, ein Colizin zu erzeugen, und 
die Immunitat gegen dieses Colizin. Diese Immunitat ist verschieden und 
unabhingig von der Resistenz durch Verlust des Rezeptors. Sie ist der- 
jenigen der lysogenen Stamme gegeniiber dem Phagen, den sie tragen, 
vergleichbar [57]. 

Der Unterschied zwischen der Immunitat durch Anwesenheit eines coli- 
zinogenen Faktors und der Resistenz durch Verlust des Rezeptors ist vor 
allem beweiskraftig im Falle der Colizine der Gruppe E. Diese Gruppe 
umfa8t Colizine, die wahrscheinlich chemisch sehr verschieden sind, die 
aber alle wirken, indem sie auf einem selben Rezeptor der empfindlichen 
Bakterien haften, auf dem sich auch der Bakteriophage BF. 23 fixiert. 
Der Verlust dieses gemeinsamen Rezeptors durch Mutation zieht die gleich- 
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zeitige Resistenz gegen alle Colizine der Gruppe sowie gegen den Phagen 
BF. 23 mit sich. Dagegen sind die fiir ein Colizin dieser Gruppe colizinogen 
gemachten Stémme nur gegen dieses besondere Colizin immun, bleiben je- 
doch empfindlich gegen die anderen Colizine der Gruppe und gegen den 
Phagen BF. 23 und bewahren also ihren Rezeptor [57]. 

Diese Immunitat ist mehr oder weniger ausgepragt, je. nach dem er- 
zeugten Colizintyp, und ist nur selten total. Die fiir ein Colizin der 
Gruppe E transduzierten Stamme sind offensichtlich unempfindlich gegen 
das Colizin, das sie erzeugen. Sie verlieren jedoch oft im Laufe der Sub- 
kulturen den Rezeptor dieses Colizins, wahrscheinlich weil die diesen Re- 
zeptor besitzenden Zellen weniger schnell wachsen als die Mutanten, die 
ihn verloren haben und die auf diese Weise selektioniert werden. Die fiir 
das Colizin I transduzierten Stamme haben keinen Einflu& auf sich selbst, 
kénnen aber gegen die Wirkung von dasselbe Colizin in starkerer Kon- 
zentration erzeugenden Stémmen empfindlich sein. Die fiir das Colizin V 
transduzierten Stéimme schlieflich haben eine noch schwachere Immunitit 
und bleiben teilweise empfindlich gegen das Colizin selbst, das sie bilden. 
Ihre Kulturen in Bouillon sind weniger triibe als die des nicht trans- 
duzierten Zeugenstammes, die Streifen auf Agar entwickeln sich schlecht 
und die isolierten Kolonien sind klein und unregelmafig [57]. Ubrigens ist 
ein spontan colizinogener Stamm, der gegen das Colizin, das er erzeugt, 
empfindlich ist, beschrieben worden [122]. 

Die Transduktion fiihrt in die transduzierten Zellen einen potentiellen 
Letalfaktor ein, dessen spontane oder induzierte Entwicklung den Tod der 
Zellen herbeifiihrt. Die die colizinogenen Eigenschaften bestimmenden ge- 
netischen Fakioren verhalien sich also wie pathogene Agenzien. Da es im 
iibrigen iibertragbare und von der normalen genetischen Struktur der 
Bakterien unabhangige Agenzien sind, kénnte man sie als von den Bakterio- 
phagen getrennte Bakterienviren betrachten. Die Beziehungen, die sie zu 
den letzteren aufweisen, deuten vielleicht auf eine Verwandtschaft der Vor- 
eltern hin. 


V. SchluBfolgerungen 


Zahlreiche Enterobacteriaceenstamme, vor allem E.coli und Sh. sonnei, 
kénnen verschiedene, als Colizine bezeichnete antibiotische Stoffe er- 
zeugen, deren Aktivitatsspektra sehr verschieden, aber streng auf andere 
Stamme derselben Familie beschrankt sind. Die Colizine unterscheiden sich 
durch zahlreiche Merkmale, sind aber alle proteinische oder polypepti- 
dische Stoffe mit hohem Molekulargewicht, die empfindliche Zellen téten, 

‘indem sie sich auf spezifischen Rezeptoren fixieren. 

Die Colizine, leblose chemische Stoffe, zeigen unerwartete Beziehungen 
zu den Bakteriophagen, die iibertragbare, mit genetischer Kontinuitat ver- 
sehene biologische Einheiten sind. Wie die lysogenen Stamme verewigen 
die colizinogenen Stamme erblich einen potentiellen Letalfaktor, dessen 
spontane oder durch verschiedene mutagene oder cancerigene Agenzien 
induzierte Entwicklung zum Tode der Zellen fiihrt. Andererseits verhalten 
sich die Colizine in mancher Beziehung wie die Bakteriophagen und haben 
deren Spezifizitat. Bestimmte Colizine und Bakteriophagen fixieren sich 
iibrigens auf ein und demselben Rezeptor der empfindlichen Bakterie. 
Die Wirkungsweise der Colizine ist der bakteriziden Aktion virulenter 
Bakteriophagen sehr ahnlich. Die bakterizide Komponente dieser Phagen 
scheint ein den Colizinen verwandter Stoff zu sein. 
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Die Colizinproduktion wird durch die Anwesenheit von genetischen 
Faktoren bestimmt, die von der normalen genetischen Struktur der Bak- 
terien unabhingig sind. Diese genetischen Faktoren verhalten sich wie iiber- 
tragbare pathogene Agenzien und kénnen als von den Bakteriophagen 
abgetrennte Bakterienviren angesehen werden. Die Beziehungen. die sie 
zu den letzteren aufweisen, lassen vielleicht auf eine Verwandtschaft der 
Voreltern schliefen. 

Gegenseitige antibiotische Aktionen, die auf das Einwirken spezifischer, 
den Colizinen benachbarter Stoffe zuriickzufiihren sind, sind in anderen 
Bakteriengruppen beschrieben worden, bei M. pyogenes |85|, S. faecalis 
[103], B. megaterium |93, 94], C’. diphtheriae |125| und P. aeruginosa |87, 95}, 
und rechtfertigen die Einfiihrung des allgemeineren Ausdrucks ,,Bakt e- 
riozine“, mit dem die Gesamtheit dieser Stoffe bezeichnet wird [96]. 
Die Allgemeinheit des Phainomens wird, wenn sie sich bestatigt, seine bio- 
logische Bedeutung sehr erhéhen. Es ist zum Schluf iibrigens angebracht, 
daran zu erinnern, da genetische Faktoren, die sich in mancher Beziehung 
wie Viren verhalten und die Erzeugung von spezifischen Hemmungs- 
agenzien steuern, nicht nur bei den Bakterien vorkommen, sondern auch 
bei tierischen Organismen, wie dem Paramecium, nachgewiesen worden 
sind [124]. 


Literatur 


Abbott, J. D, and R. Shannon, 1956 A method for typing Shigella 
sonnei using colicine production as a marker. J. Path. a. Bacter. 72, 350. 

Adams, M. H., 1949: The calcium requirement of coliphage T.5, J. Im- 
munol. (Am.) 62, 505. 

— 1952: Classification of bacterial viruses: characteristics of the T.5 species 
and of the T.2, C.16 species. J. Bacter. (Am.) 64, 387. 

Anderson, T. F., 1953: The morphology and osmotic properties of 
bacteriophage systems. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 18, 197. 

Andrewes, C. H., and W. J. Elford, 1932: The killing of bacteria by 
bacteriophage. Brit. J. exper. Path. 13, 13. 

Appleyard, R. K., 1953: Segregation of lambda lysogenicity during 
bacterial recombination in E.coli K.12. Cold Spring Harbor Symp. 
Quant. Biol. 18, 95. 

Beumer, J., 1948: Sur une substance antibiotique extraite du bacille coli- 
forme lysogéne de Lisbonne. C. r. Soc. Biol. 142, 847. 

Beumer-Jochmans, M. P., 1951: Etude comparative du comportement 
a 44° de 2 phages staphylococciques. Ann. Inst. Pasteur 80, 556. 

Blackford, V. L. L. W. Parr, and M. L. Robbins, 1951: Antibiotic 
activity of selected enteric organisms. Antibiot. Chemother. 7, 392. 

Bordet, P., 1947: Propriétés distinctes d’antibiotiques produits par 
2 souches de colibacille dont l'une dérive de l'autre. Rev. Immunol. 2, 323. 

— 1948: Inhibition de l’action d’antibiotiques par les sérums antibactériens. 
C. r. Soc. Biol. 142, 257. 

—et J. Beumer, 1948: Inhibition de l’action d’antibiotiques par des ex- 
traits de bactéries sensibles. C. r. Soc. Biol. 142, 259. 

— — 1951: Antibiotiques colibacillaires et récepteurs appropriés. Rev. belge 
Path. Méd. expér. 21, 245. 

Chabbert, Y., 1950: Analyse bactériologique des complexes de colicines 
produits par 14 souches d’Escherichia coli antibiotiques. Ann. Inst. Pasteur 
79, 51. 





594 P. Fredericq 


[15] Cohen, S. and T. F. Anderson, 1946: Chemical studies on host-virus 
interactions. J. exper. Med. 84, 511. 

[16] Cook, M. K., V.L. Blackford, M.L. Robbins, and L. W. Parr, 1953: 
An investigation of the antibacterial spectrum of colicines: Antibiot. 
Chemother. 3, 195. 

Depoux, RK, et Y. Chabbert, 1953: Etude de l’activité antibiotique d’une 
colicine. Ann. Inst. Pasteur 84, 798. 

Dulbecco, R., 1952: Mutual exclusion between related phages. J. Bacter. 
(Am.) 63, 209. 

Editorial, 1953: Colicines anid bacteriophages. Lancet I, 1084. 

Fastier, L. B., 1949: An antibiotic substance produced by a member of 
the Shigella group. J. Immunol. (Am.) 62, 399. 

Foster, R.A.C., 1948: An analysis of the action of proflavine on bacterio- 
phage growth. J. Bacter. (Am.) 56, 795. 

Fredericgq, P., 1946: Rapports entre les propriétés biochimiques et les 
phénoménes d’antibiose dans le groupe Coli-aerogenes. C. r. Soc. Biol. 
140, 1033. 

1946: Sur la spécificité des actions antibiotiques. Schweiz. Z. Path. Bakter. 
9, 585. 

1946: Sur la pluralité des récepteurs d’antibiose de E. coli. C. r. Soc. Biol. 
140, 1189. 

1948: Production de substances antibiotiques par certaines souches de 
Shigella. C. r. Soc. Biol. 142, 399. 

1948: Sur la destruction des colicines par les protéases microbiennes. 
C. r. Soc. Biol. 142, 403. 

1948: Apparition spontanée de mutants résistant aux colicines. C. r. Soc. 
Biol. 142, 853. 

1948: Indépendance des mutations intéressant les récepteurs d’antibiose 
chez les Entérobactériacées. C. r. Soc. Biol. 142, 855. 

1948: Actions antibiotiques réciproques chez les Enterobacteriaceae. Rev. 
belge Path. Méd. expér. 19, suppl. 4, 1. 

1948: Sur la résistance croisée entre colicine E et bactériophage II. C. r. 
Soc. Biol. 143, 1011. 

1950: Recherches sur les colicines du groupe E. C. r. Soc. Biol. 144, 297. 
1950: Analogies entre colicines E et K et bactériophages. C. r. Soc. Biol. 
144, 4537. 

1950: Caractéres distinctifs des colicines E et K et des bactériophages II 
et III. C. r. Soc. Biol. 144, 439. 

1950: Sur une souche d’Escherichia coli 4 la fois lysogéne et antibiotique. 
Ant. van Leeuwenhoek 16, 41. 

1950: Recherches sur les caractéres et la distribution des souches produc- 
trices de colicine B. C. r. Soc. Biol. 144, 1287. 

1950: Rapports entre colicines et bactériophages. Bull. Acad. roy. Méd. 
Belg. 15, 491. 

1952: Action antibiotique d’un bactériophage. Bull. Soc. Chim. biol. 34, 415. 
1952: Recherche des propriétés lysogénes et antibiotiques chez les Sal- 
monella, C. r. Soc. Biol. 146, 298. 

1952: Action inhibitrice de certains bactériophages sur des souches non 
sensibles en présence d’une souche sensible. C. r. Soc. Biol. 146, 301. 
1952: Action bactéricide des bactériophages des types II et III sans multi- 
plication des corpuscules. C. r. Soc. Biol. 146, 622. 





Colizine und Bakteriophagen 595 


[41] Fredericg, P., 1952: Action bactéricide du bactériophage T. 6 sur une 
souche microbienne ne permettant pas sa multiplication. C. r. Soc, Biol. 
146, 800. 
[42] — 1952: Action bactéricide comparée d’un antibiotique, la colicine K, et du 
bactériophage T.6. Rev. belge Path. Méd. expér. 22, 167. 
[43] — 1952: Action bactéricide de la colicine K. C. r. Soc. Biol. 146, 1295. 
[44] — 1952: Mise en évidence de deux propriétés distinctes et indépendantes 
de la particule de phage T. 6. C. r. Soc. Biol. 146, 1406. 
{45] — 1952: Cinétique de l’action bactéricide du bactériophage T.6 inactivé par 
les rayons ultraviolets. C. r. Soc. Biol. 146, 1442. 
[46] — 1952: Recherches sur les relations antigéniques éventuelles entre le bacté- 
riophage T.6, quelques bactériophages apparentés et la colicine K. C. r. 
Soc. Biol. 146, 1624. 
[47] — 1953: Colicines et bactériophages. Ann. Inst. Pasteur 84, 294. 
[48] — 1953: Recherches sur les caractéres et la distribution des souches pro- 
ductrices de diverses colicines dans les selles normales et pathologiques. 
Bull. Acad. roy. Méd. Belgique 18, 126. 
[49] — 1953: Actions des colicines E et K sur la multiplication de divers bactério- 
phages. C r. Soc. Biol. 147, 533. 
[49 a] — 1953: Transfert génétique des propriétés lysogénes chez E. coli. C. r. 
Soc. Biol. 147, 2046. 
[50] — 1954: Transduction génétique des propriétés colicinogénes chez Escherichia 
coli et Shigella sonnei. C. r. Soc. Biol. 148, 399. 
[51] — 1954: Réle éventuel des propriétés lysogénes dans la transduction des 
propriétés colicinogénes chez Escherichia coli. C. r. Soc. Biol. 148, 624. 
[52] — 1954: Intervention du facteur de polarité sexuelle F dans la transduction 
des propriétés colicinogénes chez Escherichia coli, C. r. Soc. Biol. 148, 746. 
— 1954: Induction de:la production de colicine par irradiation ultra-violette 
de souches colicinogénes d’Escherichia coli. C. r. Soc. Biol. 148, 1276. 
— 1954: Localisation du prophage sur le chromosome. Son intervention dans 
le taux de ségrégation apparent des recombinants d’Escherichia coli K. 12. 
C. r. Soc. Biol 148, 1501. 
— 1955: Induction de la production de colicine et de bactériophages par 
irradiation ultraviolette de souches colicinogénes et lysogénes d’Escherichia 
coli, C. r. Soc. Biol. 149, 2028. 
— 1956: Recherches sur la fréquence des souches transductrices des propriétés 
colicinogénes. C. r. Soc. Biol. 150, 1036. 
— 1956: Résistance et immunité aux colicines. C. r. Soc. Biol. 150, 1514. 
— 1956: Genetic transfer of colicinogenic properties by Bact. coli. J. gen. 
Microbiol. 15, 111. 
—et M. Betz-Bareau, 1948: Présence réguliére et constante dE. freundii 
dans l’urine des malades atteints de fiévre typhoide. C. r .Soc. Biol. 142, 1078. 
— — 1952: Recombinants génétiques de souches marquées par résistance aux 
colicines et aux bactériophages. Ann. Inst. Pasteur 83, 283. 
— — 1953: Transfert génétique de la propriété de produire un antibiotique. 
C. r. Soe. Biol. 147, 1653. 
— —- 1953: Transfert génétique de la propriété colicinogéne en rapport avec 
la polarité F des parents. C. r. Soc. Biol. 147, 2045. 
[63] — — 1956: Influence de diverses propriétés colicinogénes sur la fertilité 
d’Escherichia coli. C. r. Soc. Biol. 150, 615. 





596 P. Fredericq 


[64] Fredericq, P.. M. Betz-Bareau et P. Nicolle, 1956: Typage des souches 
d’Escherichia coli de gastro-entérite infantile par recherche de leurs pro- 
priétés colicinogénes. C. r. Soc. Biol., 150, 2039. 
[65] — et G. Delcour, 1953: Sur la cinétique de l’action bactéricide des colicines 
E et K. C. r. Soc. Biol. 147, 1310. 
[66] — et A. Gratia, 1949: Résistance croisée a certaines colicines et a certains 
bactériophages. C. r. Soc. Biol. 143, 560. 
[67] — — 1950: Rapports entre colicines et bactériophages du groupe T. 1—T. 2. 
Ant. van Leeuwenhoek 16, 119. 
[68] — E. Joiris, M. Betz-Bareau, et A. Gratia, 1949: Recherche de 
germes producteurs de colicines dans les selles de malades atteints de 
fiévre paratyphoide B. C. r. Soc. Biol. 143, 556. 
[69] — and M. Levine, 1947: Antibiotic relationships among the enteric group of 
bacteria. J. Bacter. (Am.), 54, 785. 
[70] Gardner, J. F., 1950: Some antibiotics formed by Bacterium coli. Brit. 
J. exper. Path. 31, 102. 
Goebel, W. F., G. T. Barry, M. A. Jesaitis, and E. M. Miller, 1955: 
Colicine K. Nature 176, 700. 
— — and T. Shedlovsky, 1956: Colicine K. I. The production of coli- 
cine K in media maintained at constant pH. J. exper. Med. 103, 577. 
Gratia, A., 1925: Sur un remarquable exemple d’antagonisme entre deux 
souches de colibacille. C. r. Soc. Biol. 93, 1040. 
— 1932: Antagonisme bactérien et bactériophagie. Ann. Inst. Pasteur 48, 113. 
— P. Fredericg, E. Joiris, M. Betz-Bareau et E. Weerts, 1950: 
La technique de la double couche de gélose et la distribution de germes 
producteurs de colicines dans les matiéres fécales normales et patholo- 
giques de homme et des animaux. Ant. van Leeuwenhoek 16, 31. 
Grosso, E., 1950: Contributo allo studio delle colicine. Boll. Ist. sieroter. 
milan. 29, 373. 
Guelin, A., 1943: Lyse bactérienne provoquée par une souche de B. coli. 
Ann. Inst. Pasteur 69, 382. 
— 1948: Lvse bactérienne par un filtrat bactériophagique sans multiplication 
des corpuscules. Ann. Inst. Pasteur 75, 472. 
179] Halbert, S. P., 1948: The antagonism of coliform bacteria against Shigella. 
J. Immunol (Am.) 58, 153. 
|80] — 1948: The relation of antagonistic coliform organisms to Shigella infections. 
I. Survey observations. J. Immunol. (Am.) 60, 23. 
{8i] — 1948: The relation of antagonistic coliform organisms to Shigella in- 
fections. II. Observations in acute infections. J. Immunol. (Am.) 60, 359. 
[82] — and M. Gravatt, 1949: The relation of Shigella type specificity and 
susceptibility to antibiotic producing strains of E. coli. J. Immunol. (Am.) 
61, 271. 
[83] — — 1949: Prevalence of antibiotic producing coliform organisms. Publ. 
Health Reports 64, 313. 
|84] — and H. J. Magnuson, 1948: Studies with antibiotic producing strains 
of E. coli. J. Immunol. (Am.), 58, 397. 
[85] — and L. S. Swick, 1952: Antibiotic producing bacteria of the ocular flora. 
Amer. J. Ophthalmology 35, II, 73. 
[86] Hamon, Y., 1955: Etude d'une colicine élaborée par une culture de 
S. paratyphi B. Ann. Inst. Pasteur 88, 193. 
[87] — 1956: Contribution a l’étude des pyocines. Ann. Inst. Pasteur 91, 82. 





Colizine und Bakteriophagen 597 


Hamon, Y., 1956: Les bactériocines sont-elles des substances antigéniques? 
C. r. Acad. Sci. 242, 1240. 

— 1956: Personalmitteilung. 

— et Z. Lewe, 1955: Etude de l'induction par irradiation ultraviolette de 
quelques cultures d’E. coli K. 12 préalablement rendues colicinogénes par 
transduction. Ann. Inst. Pasteur 89, 336. 

Heatley, N. G., and H. W. Florey, 1946: An antibiotic from Bacterium 
coli. Brit. J. exper. Path. 27, 378. 

Herriot, R. M, 1951: Nucleic acid free T.2 virus ghosts with specific 
biological action. J. Bacter. (Am.) 61, 752. 

Ivanovics, G. and L. Alf61ldi, 1954: A new antibacterial principle: 
Megacine. Nature 174, 465. 

— — und E. Abraham, 1955: Das antibakterielle Spektrum des Megacins. 
Zbl. Bakter. I. Orig. 163, 274. 

Jacob, F., 1954: Biosynthése induite et mode d’action d'une pyocine, anti- 
biotique de Pseudomonas pyocyanea. Ann. Inst. Pasteur 86, 149. 

— A. Lwoff, L. Siminovitch et E. Wollman, 1953: Définition de 
quelques termes relatifs 4 la lysogénie. Ann. Inst. Pasteur 84, 222. 

— L. Siminovitch et E. Wollman, 1951: Induction de la production 
d'une colicine par le rayonnement ultraviolet. C. r. Acad. Sci. 233, 1500. 

— — — 1952: Sur la biosynthése d’une colicine et sur son mode d'action. 
Ann. Inst. Pasteur 83, 295. 

— — — 1953: Comparaison entre la biosynthése induite de la colicine et des 
bactériophages et entre leur mode d’action. Ann. Inst. Pasteur 84, 313. 

— et E. Wollman, 1954: Induction spontanée du développement du bacté- 
riophage 4 au cours de la recombinaison génétique chez Escherichia coli 
K. 12. C. r. Acad. Sci. 239, 317. 

Jenkin, C. R., and D. Rowley 1955: Resistance to colicin E as a genetic 
marker in E, coli K. 12. Nature 175, 779. 

Kellenberger, G., et E. Kellenberger, 1956: Etude de souches coli- 
cinogénes au microscope électronique. Schweiz. Z. Path. Bakter. 19, 582. 

Kjems, E., 1955: Studies on streptococcal bacteriophages. I. Technique of 
isolating phage producing strains. Acta Path. microb. scand. 36, 433. 

Latarjet, R., and P. Fredericg, 195%: An X-ray study of a colicine and 
of its relationship to bacteriophage T. 6. Virology 1, 100. 

Lederberg, E. M. and J. Lederberg, 1953: Genetic studies of 
lysogenicity in Escherichia coli. Genetics 38, 51. 

Lederberg, J., 1947: Gene recombination and linked segregations in 
E. coli. Genetics 32, 505. 

— 1952: Cell genetics and hereditary symbiosis. Physiol. Rev. 32, 403. 

— 1955: Recombination mechanisms in bacteria. J. cellul. a. comp. Physiol. 
(Am.) 45, 75. 

Levine, M., and R. H. Tanimoto 1954: Antagonisms among enteric 
pathogens and coliform bacteria. J. Bacter. (Am.) 67, 537. 

Ludford, C. G., and M. Lederer, 1953: The antibiotics of Escherichia 
coli, Austral. J. exper. Biol. a. med. Sci. 31, 553. 

Luria, S. E., and M. Delbriick, 1942: Interference between inactivated 
bacterial virus and active virus of same strain and of different strains. 
Arch. Biochem. 1, 207. 

Lwoff, A. et F. Jacob, 1952: Induction de la production de bactério- 
phages et d'une colicine par les peroxydes, les éthyléneimines et les 
halogénoalcoylamines. C. r. Acad. Sci. 234, 2308. 





598 P. Fredericq: Colizine und Bakteriophagen 


[1135] Lwoff, A. L. Siminovitch et N. Kjeldgaard, 1950: Induction de 
la production de bactériophages chez une bactérie lysogéne. Ann. Inst. 
Pasteur 79, 815. 

[114] Mondolfo, U., 1948: Sulla produzione di sostanze antibiotiche da parte 
dell’E. coli, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 24, 1. 

[115] — 1949: El antagonismo entre las bacterias intestinales y su importancia 
desde el punto de vista higienico. Anales de Medicina Publica 1, 219. 

[116] —e R. Ceppellini, 1950: Antibiosi e fasi batteriche. Boll. Ist. sieroter. 
milan. 29, 231. 

j117] Nozaki, J.N.,. M.L. Robbins, and L. W. Parr, 1953: The fundamental 
nature of colicine production. J. Bacter. (Am.) 66, 621. 

[118] Panijel, J.. et J. Huppert, 1956: Colicines et prolysines. C. r. Acad. 
Sci. 242, 199. 

[119] Price, W. H., 1950: Phage formation in Staphylococcus muscae cultures. 
VIII. J. gen. Physiol. (Am.) 34, 231. 

[120] — 1950: Phage formation in Staphylococcus muscae cultures. IX. J. gen. 
Physiol. (Am.) 34, 251. 

1121] Robbins, M. L., N. N. El Shawi, and L. W. Parr, 1956: Colicine 
susceptibility patterns of enteropathogenic strains of Escherichia coli. 
Bact. Proc. 97. 

[122] Ryan, F. J.. P. Fried, and F. Mukai, 1955: A colicin produced by cells 
that are sensitive to it. Biochem. Biophys. Acta 18, 1314 

[123] Sertic, V.. et N. A. Boulgakov, 1936: Sur Il’action bactéricide du 
bactériophage. C. r. Soc. Biol. 123, 778. 

[124] Sonneborn, T. M., 1946: Experimental control of cytoplasmic factors in 
Paramecium. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 11, 236. 

[125] Thibaut, J.. et P. Fredericg, 1956: Actions antibiotiques réciproques 
chez Corynebacterium diphtheriae. C. r. Soc. Biol. 150, 1512. 

[126] Watson, J. D., 1950: The properties of X-ray inactivated bacteriophage. 
J. Bacter. (Am.) 60, 697. 

{127] Welsh, J. N., and M. H. Adams, 1954: Photodynamic inactivation of 
bacteriophages. J. Bacter. (Am.) 68, 122. 

{128] Wollman, E., 1953: Sur le déterminisme génétique de la lysogénie. Ann. 
Inst. Pasteur 84, 281. 

[129] Zamenhof, S., 1945: A _ specific lytic substance in Escherichia coli. 
J. Bacter. (Am.) 49, 413. 





Referate 


Hartmann, Max: Die Sexualitat. Das Wesen und die Grundge- 
setzlichkeiten des Geschlechts und der Geschlechts- 
bestimmungim Tier-undPflanzenreich. Zweite, neubearb. 


Aufl. Mit 288 Abb. und 82 Tab. i. Text. XV, 463 S. Stuttgart: G. Fischer, 
1956. Ganzl. DM 54.—. 


Schon die erste Auflage dieses Hauptwerkes der Biologie hat einen 
riesigen Tatsachenbestand in unvergleichlicher Weise unter bestimmten 
Gesichtspunkten geordnet und zusammengefaft. Dies gilt in erhéhtem 
Make fiir die zweite Auflage, die in jeder Beziehung, sogar im Satzspiegel 
und Druck, als neues Buch anzusehen ist. Auf die gegeniiber der ersten 
Auflage sehr zahlreichen Anderungen, auf die hier nicht naher eingegangen 
werden kann, hat zum Teil schon der Verfasser im Vorwort hingewiesen. 
Auferdem merki man noch an vielen Stellen die feilende Hand des Ver- 
fassers, der stets bestrebt war, neueste Forschungsergebnisse in das Grund- 
geriist einzubauen. Dem Ref. sei es gestattet, darauf hinzuweisen, daf die 
Einfiihrung des bereits mehrfach in anderem Sinne verwendeten, nicht 
unmiftverstandlichen Begriffes Haplodiplont_ iiberfliissig sein diirfte, da 
er durch die viel deutlichere Bezeichnung Dikaryohaplont usw. ersetzt 
werden kann, wie dies in Phyton 3 (3—4): 252—272 auseinandergesetzt 
ist. Die Grofgliederung des Buches ist im allgemeinen unverandert ge- 
blieben. Die haplo- und diplophanotypische Geschlechtsbestimmung wurde 
nunmehr folgerichtig in haplo- und diplomodifikatorische Geschlechtsbe- 
stimmung umbenannt (auf S. 231 versehentlich unterblieben). 

Im grofen und ganzen ist die vom Verlag mit der gewohnten techni- 
schen Sorgfalt bestens ausgestattete zweite Auflage zu einem uniibertreff- 
lichen Sammel- und Nachschlagewerk iiber das gesamte Gebiet der Se- 
xualitat im Tier- und Pflanzenreich geworden. In jeder biologischen 
Bibliothek wird dieses Buch zu den am haufigsten beniitzten, anregendsten 
Kompendien unseres Wissens zahlen. F. Widder (Graz). 


Heunert, Hans-Henning, und Philipp, Kurt: Grundlagen der Schmal- 
filmtechnik. Leitfaden fiir die wissenschaftlichhe Kinematographie. Mit 


98 Abb. VII, 200 S. Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 1957. 
Ganzl. DM 38.—. 


Auf jeder Seite, bei jeder Zeile merkt man es dem Buche an, daf es von 
erfahrenen Praktikern — Mitarbeitern des Instituts fiir den wissenschaft- 
lichen Film Gottingen — geschrieben wurde. Ob die Verfasser vom Wahr- 
heitsgehalt des wissenschaftlichen Films, seinen psychologischen Wirkungen 
oder der zu fordernden Qualitat sprechen oder von der noétigen Ausriistung, 
den Aufnahmeverfahren, die graue Theorie tritt ganz zuriick und eine Fiille 
von Ratschlagen, Hinweisen und Kniffen machen das Buch zu einer wahren 
Fundgrube. An Hand von oft bis ins Detail durchgesprochenen Aufnahme- 
beispielen werden die verschiedenen Aufnahmegebiete, wie Innen-, Aufen- 
und Architekturaufnahmen, Operations-, Tier- und Pflanzenaufnahmen, 
durchgesprochen. Den Zellphysiologen werden naturgemaf die ausfiihr- 
lichen Kapitel zur Mikrophotographie besonders interessieren, in denen alle 
méglichen Aufnahmearten einschlieflich Auflicht-, Phasenkontrast- und 
UV- bzw. Fluoreszenzaufnahmen beriicksichtigt werden, Zeitraffer und 
Zeitdehnung nicht zu vergessen. Auch Farb- und Infrarotaufnahmen finden 
Beachtung. Viel kann sicher auch der Erfahrene noch lernen iiber 
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Regie und Gestaltung der Aufnahme, denn auch der wissenschaftliche Film 
soll ja als Ganzes ansprechen, soll die Aufmerksamkeit des Beschauers, 
namentlich bei Lehr- und Demonstrationsfilmen, wach erhalten, weshalb er 
auch kiinstlerischer Qualititen nicht ganz entbehren soll. Das vorziiglich 
ausgestattete Buch wird iiberall dort, wo ernsthaft gefilmt wird und wo der 
Film als Lehr- und Forschungsinstrument eingesetzt werden kann (wo 
kénnte er, die erforderlichen Mittel vorausgesetzt, das nicht?), reichen Ge- 
winn bringen. O. Hartel (Graz). 


Kelly, John W.: The Metachromatic Reaction. (Protoplasmatologia, 
Handbuch der Protoplasmaforschung, herausgegeben von L. V. Heil- 
brunn, Philadelphia und F. Weber, Graz, Band II/D 2). Mit 5 Figuren. 
IV, 98 Seiten. Wien: Springer-Verlag 1956. S 210.—, DM 35.—, sfr. 35.90, 
$ 8.35, £ 2/19/6. 


Der Verfasser hatte keine leichte Aufgabe. Eine Kausalanalyse der den 
Vitalfarbern und Histochemikern altbekannten Erscheinung der Metachro- 
masie fiihrt besonders weit in recht verwickelte chemische und physiko- 
chemische Probleme hinein. Die Biologen, die sich an eine Analyse dieser 
Erscheinung heranwagten, hatten zudem oft einen Boden zu bearbeiten, 
der von seiten der Physikochemiker her noch nicht geniigend aufgelockert 
war. So kam es, daf in vielen der einschlagigen Arbeiten, in denen dann 
doch irgendeine Erklirung des Phanomens angestrebt wurde, recht krampf- 
hafte und verwickelte Hypothesen aufgestellt wurden, die die Lektiire und 
das Herausschilen des wahren Kernes zu einer sauren Arbeit werden lassen. 

Auf Grund dieses Sachverhaltes ist es auch dem Autor des oben ange- 
fiihrten Sammelreferates nicht iiberall méglich gewesen, durch das Gestriipp 
von z. T. festgefahrenen Meinungen ,,der Wahrheit eine Gasse“ zu brechen. 
Die Tatsache aber, daft er trotz aller Schwierigkeiten diese gediegen und 
sorgfaltig gearbeitete Zusammenfassung vorlegt, sichert ihm jedenfalls den 
Dank aller, die bisher vor einer Behandlung dieses schwierigen Gebietes 
zuriickschreckten. 

Der Autor ist griindlich vorgegangen. Sowohl die zugehérigen seh- 
physiologischen Phanomene und die optischen und chemischen Eigenschaf- 
ten der Farbstoffe als auch die Eigenschaften der Chromotrope werden aus- 
fiihrlich behandelt. In betonter Objektivitat bietet der Verfasser die ver- 
schiedenen Theorien iiber das Zustandekommen der metachromatischen 
Reaktion, ohne die eigene Meinung besonders stark hervortreten zu lassen. 
Das persénliche Arbeitsgebiet des Autors liegt im zoologisch- und medi- 
zinisch-histologischen Bereich, der denn auch stark hervortritt. Die chromo- 
tropen Substanzen der Masizellen, des Bindegewebes, des Knorpels, das 
Heparin u. dgl. werden besonders ausfiihrlich behandelt. Eingehend wird 
auch auf den zoologischen, kurz auf den botanischen Bereich des Problems 
eingegangen. Fiir die reiche Literatursammlung von etwa 400 Titeln (zum 
groReren Teil amerikanischer Herkunft) werden besonders die europaischen 
Leser dankbar sein, denen diese Literatur sonst etwas weniger leicht zu- 
ganglich ist. H. Kinzel (Wien). 





Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51, Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches In- 
stitut, und Prof. Dr. Karl Héfler, Universitit Wien. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg.,Wien VII, Kandlg. 19-21 
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Die zum Arbeiten mit Zellstreck hsstoffen bei Pflanzen erforderlichen oder fiir diesen Zweck ausge- 
arbeiteten Methoden, die in der Weltliteratur weit zerstreut vorliegen und sehr zahlreich sind, wurden ge- 
sammelt und so dargestellt, da8 es méglich ist, sie unmittelbar zu verwenden bzw. nachzuarbeiten. Das Buch 
beschrinkt sich dabei nicht nur auf eine Darstellung der physiologischen Testmethoden, sondern befaBt sich 
auch mit jenen Arbeitsvorgingen, welche der Gewinnung des wuchsstoffhaltigen Materials aus Pflanzen durch 
Abfangen und Extraktion sowie dessen Reinigung und Trennung (Papierchromatographie, Elektrophorese) 
dienen. Auch auf die Methoden des chemischen Nachweises sowie der Molekul wird 

hierbei eingegangen. Eine kritische Einleitung stellt dabei die verschiedenen Testmethoden unter einheitliche 
Gesichtspunkte. Die Darstellung wurde so gewahit, da8 eine vergleichende Abschitzung der Leistungsfahig- 
keit der einzelnen Metheden erleichtert ist. Kritische Hinweise gestatten eine zweckmi&BSige Wahl der zur 
Lésung bestimmter Probleme geeigneten Arbeitsweisen. Zahlreiche Abbildungen sowie Darstellungen von 
Konzentrations-Wirkungskurven erhéhen die Brauchbarkeit des Werkes, das erstmalig eine zusammenfassende 
Ubersicht fiber die schwierige Methodik des quantitativen Arbeitens ‘mit Pflanzlichen Zelistreckungswuchs- 


stoffen bietet. Fiir alle pfla gischen und biochemischen Laboratorien wird das Buch einen unent- 
behrlichen Arbeitsbehelf darstellen. 
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